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Résumé 
 
 
 
 
 
 
Au sein d’un organisme les cellules se divisent et assurent la croissance, la différentiation et l’homéostasie des 
tissus. Des  travaux  récents proposent qu’elles communiquent activement entre voisines au sein des organes 
solides pour coordonner leur propre division et la préservation de l’intégrité tissulaire. 
 
Nous proposons que la signalisation Eph‐éphrine, acteur de la communication cellulaire locale, participe à cette 
coordination entre division cellulaire et cohésion du tissu. 
 
Au  cours  de ma  thèse,  j’ai  démontré  dans  plusieurs  modèles  cellulaires  que  la  signalisation  Eph‐éphrine 
contrôle  la division cellulaire et peut  induire des retards dans  l’abscission et de  la polyploïdie. J’ai prouvé par 
vidéomicrosocpie que ces défauts d’abscission dépendent du domaine catalytique du récepteur EphB2 et de 
l’activation de  la protéine  tyrosine kinase  relais  c‐Src. En cascade, c‐Src phosphoryle un  régulateur clé de  la 
stabilité  du  pont  intercellulaire,  la  protéine  citron  kinase  (CitK).  J’ai  également  observé  que  CitK  était 
anormalement localisé durant la cytocinése en aval de la voie Eph. Par des essais kinase in vitro, j’ai exclu une 
phosphorylation  directe  de  CitK  par  le  récepteur  Eph  et  identifié  c‐Src  comme  capable  de  phosphoryler 
directement CitK. J’ai identifié les résidus tyrosines de CitK phosphorylés par c‐Src, mutés deux d’entre eux et à 
l’aide d’analyses de sauvetage phénotypique, démontré que ces résidus étaient nécessaires et suffisants pour 
induire des défauts d’abscission. 
J’ai ensuite validé in vivo ce rôle original de la voie Eph‐éphrine, dans le contexte du développement neuronal 
chez la souris. Plusieurs membres de la famille des Eph‐éphrines sont exprimés dans les progéniteurs neuraux à 
l’origine des neurones corticaux et des auteurs ont montrés que CitK contrôle la cytocinèse de ces cellules. En 
utilisant un système Cre‐lox,  j’ai spécifiquement éteint  la signalisation Eph dans ces progéniteurs et observé 
une modification  de  la  ploïdie  neuronale  dans  ces  animaux.  J’ai  également  observé  dans  les  progéniteurs 
neuraux une co‐localisation physiologique de résidus tyrosines phosphorylés et de la protéine CitK, qui adopte 
un enrichissement apical caractéristique. Ces résultats suggèrent notamment que  la signalisation Eph‐éphrine 
pourrait contrôler l’abscission des progéniteurs neuraux via la phosphorylation de CitK. 
 
La  cytocinèse est  aujourd’hui décrite  comme un processus  cellulaire  autonome orchestré par  la machinerie 
intracellulaire. Les résultats obtenus durant mon doctorat suggèrent que  la cytocinèse est également régulée 
par  l’environnement  local de  la cellule comme  j’en ai fait  la démonstration avec  la signalisation Eph‐éphrine. 
D’autre part, mes travaux suggèrent que  la phosphorylation de CitK sert d’interrupteur moléculaire durant  la 
progression à travers la division cellulaire et le contrôle de la ploïdie des neurones. 
 
 
Abstract 
 
 
 
 
 
 
Cells within an organism successfully divide  to ensure growth, differentiation and homeostasie. Recent work 
suggests  that dividing cells actively communicate with neighbours  thus spatially and  temporally coordinating 
cell division while maintaining tissue cohesiveness. 
 
We  hypothesized  that  Eph‐ephrin  signalling,  a  local  cell‐cell  signalling  pathway,  could  participate  in 
coordinating cell division within a tissue. 
 
Using vertebrate and  invertebrate cell culture models  I  showed  that Eph‐signalling controls cell division and 
induces  delay  in  the  abscission  of  nascent  daughter  cells  as well  as  polyploidy. Using  time‐lapse  imaging  I 
proved that the Eph‐mediated abscission failure depends on the catalytic activity of the receptor via the non 
receptor tyrosine kinase relay molecule c‐Src. Downstream of Eph signalling c‐Src phosphorylates the protein 
citron  kinase  (CitK)  a  well  known  regulator  of  intercellular  bridge  stability.  I  also  observed  that  CitK  was 
abnormally  localized during cytokinesis when Eph signalling was active. Further, using  in vitro kinase assays,  I 
demonstrated that Eph does not directly phosphorylate CitK but that c‐Src could do so. In addition, using Mass 
Spectrometry I mapped all tyrosine residues directly phosphorylated by c‐Src. I mutated two of them located in 
the Rho binding domain of CitK and demonstrated that phosphorylation of those residues are necessary and 
sufficient to induce cytokinesis failure. 
I validated  in vivo  this novel  role of Eph‐ephrin signalling  in a physiological context  in  the developing mouse 
neocortex. Members of the Eph/ephrin family are expressed in neural progenitors that give rise to neurons of 
the cortex upon neurogenic division. Importantly, CitK has been shown by others to control cytokinesis of these 
progenitor cells. Using the Cre‐lox system,  I specifically turned off Eph forward signalling  in neural progenitor 
cells and observed an alteration of neuronal ploidy in these mutant animals. Further, I also observed that CitK 
which  adopts  a  particular  apical  localisation  in  neural  progenitors  physiologically  co‐localized  with 
phosphorylated  tyrosine  residues.  Altogether,  these  results  suggest  that  Eph‐ephrin  signalling  controls 
abscission of neural progenitors by promoting phosphorylation of CitK. 
 
The  textbook  view  of  cytokinesis  is  that  it  is  a  cell  autonomous  event  orchestrated  by  the  intracellular 
machinery. Data obtained during my PhD suggest that cytokinesis is also regulated by local environment, here 
Eph/ephrin  signalling,  and  that  phosphorylation  of  CitK  may  represent  a  molecular  switch  in  the  normal 
progression of cell division and in the control of neuronal ploidy. 
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Introduction 
 
Introduction 
 
1. Division cellulaire : Grandes étapes du cycle cellulaire et cytocinèse 
 
Tous  les  organismes  vivants  se  composent  de  cellules,  d’une  cellule  unique    pour  les 
organismes unicellulaires jusqu’à plusieurs milliards chez les organismes pluricellulaires (1013 
cellules chez l’homme) (Bianconi et al., 2013). 
La  division  cellulaire  est  le  mode  de  multiplication  des  cellules.  Une  cellule  d’origine, 
communément  appelée  « cellule‐mère »  s’amplifie  puis  se  scinde  en  deux  cellules  néo 
formées  dites  « cellules‐filles ».  La  terminologie  de  « division »  ne  reflète  d’ailleurs  pas 
intégralement  le processus de multiplication des cellules. En biologie,  lorsqu’une cellule se 
divise,  il n’y a pas de réduction de sa taille ou de sa composition puisqu’en  fait elle se dé‐
double ! 
 
1.1. La division cellulaire 
 
Il existe deux sous‐types de divisions cellulaires que sont la méiose et la mitose. 
La  méiose  est  la  division  qui  génère  les  cellules  germinales  (ou  gamètes)  lors  de  la 
reproduction sexuée. 
La mitose  est  la  division  qui  génère  toutes  les  autres  cellules.  C’est  aussi  la méthode  de 
division que j’ai décidé d’aborder au cours de mon doctorat et dont je parlerai la plupart du 
temps dans ce manuscrit. 
La méiose a été décrite pour la première fois vers 1870 par Oscar Hertwig travaillant sur les 
œufs d’oursins puis comprise comme un mécanisme de réduction de la ploïdie vers 1890 par 
August Weismann (figure 1a) 
La mitose a été découverte quasi simultanément par Walther Flemming grâce à son travail 
d’amélioration  des  colorations  cellulaires  qui  lui  a  permis  d’identifier  notamment  la 
chromatine et  les chromosomes, préalable à  sa description de  la division cellulaire  (figure 
1b). 
Les principales différences entre méiose et mitoses sont résumées dans la Table 1. 
 
1.1.1. Pourquoi les cellules se divisent ? 
 1
  Méïose  Mitose 
Définition 
Division cellulaire aboutissant à 4 
cellules filles ayant un nombre total de 
chromosomes réduit de moitié par 
séparation homologue 
Division cellulaire engendrant 2 
cellules filles avec un nombre total 
de chromosomes identique entre 
elles et identique à la cellule 
d’origine 
Fonction 
Diversité génétique à travers la 
reproduction sexuée 
Renouvellement et amplification des 
cellules  
Type de reproduction 
sexuée  asexuée 
Organismes concernés 
Humains, animaux, plantes, 
champignons 
Tous les organismes 
génétiquement 
Différent de la cellule d’origine  Identique à la cellule d’origine 
Recombinaison homologue 
Oui, possibilité  Non 
Nombre de division 
2 divisions successives  1 seule division 
Appariement des 
chromosomes homologues 
Oui  Non 
Nombre de cellules filles 
produites 
4 cellules haploïdes  2 cellules diploïdes 
Nombre de chromosomes 
obtenus 
Réduit de moitié  Identique 
Etapes majeures 
Prophase 1, Metaphase 1, Anaphase 1, 
Télophase 1, Prophase 2, Metaphase 2, 
Anaphase 2, Télophase 2 
Prophase 
Metaphase 
Anaphase 
Télophase 
Caryocinèse (séparation du 
matériel génétique) 
Durant l’Interphase 1  Au cours de l’Interphase 
Cytocinèse (séparation des 
cytosols) 
Télophase 1 et Télophase 2  En Télophase 
Division des centrosomes 
Durant l’Anaphase 2 seulement  Durant l’Anaphase 
Types cellulaires concernés 
Cellules sexuelles durant la 
gamétogénèse : oocytes et 
spermatocytes 
Toutes les cellules y compris cellules 
germinales primordiales 
Identifiée par, année 
Oscar Hertwig, 1870  Walther Flemming, 1878 
 
 
 
 
Table 1 : Présentation synthétique des principales différences entre la méïose et la mitose. 
Introduction 
 
 
La  division  cellulaire  est  indispensable  à  la  survie  de  l’organisme.  Elle  permet  dès  la 
fertilisation et durant toute  la phase embryonnaire, d’assurer  la croissance de  l’organisme, 
qui passe de 1 cellule à plusieurs dizaines de milliards. Elle permet aussi la spécification des 
cellules en organes et  tissus qui assureront des  fonctions différentielles dans  l’organisme. 
C’est notamment  le  rôle de  la division asymétrique, détaillée dans  le  chapitre  suivant, de 
faire émerger des populations de cellules avec des fonctions spécialisées. Tout au long de la 
vie  de  l’organisme  et  à  l’âge  adulte,  la  division  cellulaire  permet  également  d’assurer  le 
renouvellement tissulaire en remplaçant les cellules dont la durée de vie est limitée au sein 
d’un  organe.  Elle  permet  d’assurer  l’homéostasie  tissulaire  et  les  variations  cycliques  de 
composition de certains tissus (remplacement quotidien des cellules de la peau desquamées, 
renouvellement des globules  rouges,  renouvellement des cellules épithéliales de  l’intestin, 
épaississement menstruel de l’endomètre chez la femme pubère, …). Elle permet également 
en  cas  d’altération  de  tout  ou  partie  de  certains  tissus  d’éventuellement  reconstituer  et 
réparer cet organe. C’est  le cas, par exemple, de  la cicatrisation après une  lésion cutanée. 
Elle permet en outre de pouvoir multiplier  rapidement des cellules dont  l’utilité n’est que 
transitoire  dans  l’organisme.  Par  exemple,  la  division  des  lymphocytes  permet  suite  à  la 
pénétration  d’un  agresseur  dans  l’organisme  de mobiliser  les  défenses  immunitaires  de 
façon très rapides et très spécifiques en amplifiant des populations dédiées à  l’élimination 
de cet agresseur. 
Parfois  aussi  la  division  cellulaire  peut  jouer  contre  l’organisme.  Son  dérèglement  peut 
conduire à la destruction de l’organisme. Les cancers ont souvent pour origine une altération 
de  la  division  cellulaire.  La  division  anarchique  et  incontrôlée  de  certaines  cellules  est 
responsable  de  l’amplification  de  la  masse  tumorale  et  de  l’apparition  de  cellules 
dissèminantes,  les  cellules  métastasiques,  qui  propagent  la  tumorisation  dans  tout 
l’organisme. 
 
1.1.2. Quelles cellules se divisent ? 
 
Si  la plupart des cellules se divisent,  il existe aussi des cellules qui ne se divisent pas. Parmi 
elles,  on  distingue  deux  catégories :  les  cellules  dites  quiescentes  et  les  cellules  post‐
mitotiques. 
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Introduction 
 
Les cellules quiescentes sont des cellules dans un état transitoire et réversible de blocage de 
leur prolifération. In vivo l’état de quiescence pourrait limiter la prolifération des cellules, et 
notamment  celui  des  cellules  souches,  afin  de  conserver  la  fonction  et  l’homéostasie 
tissulaire. In vitro la quiescence cellulaire peut être induite dans diverses conditions comme 
la privation en facteur de croissance, l’inhibition de contact ou la perte d’adhésion. Cet état 
peut tout aussi facilement être  levé en supprimant  les conditions qui  l’ont  induit (Coller et 
al., 2006). 
 
Les cellules post‐mitotiques sont des cellules différenciées. Leur différentiation leur a permis 
d’acquérir  des  caractéristiques  nouvelles  généralement  associées  à  des  fonctions 
spécialisées et nécessaires au tissu qu’elles composent. Cette spécification des cellules va de 
pair avec une restriction des possibilités de différentiation. Ainsi  la cellule œuf,  juste après 
fertilisation, est  totipotente car elle peut générer  tous  les  types cellulaires qui composent 
l’organisme.  A  contrario,  une  cellule  souche  neurale  par  exemple,  déjà  engagée  dans  un 
processus  de  différentiation,  sera  uniquement  pluripotente,  ne  pouvant  générer  que  des 
cellules du lignage neural (neurones, cellules oligodendrocytaires, cellules de la microglie et 
les cellules astrocytaires). La différentiation d’une cellule est induite par des modulations de 
son programme génétique sans changement de la composition du génome de cette cellule. 
Les  cellules post mitotiques ont  longtemps été distinguées des  cellules quiescentes par  le 
caractère  irréversible de  l’état de différentiation et de  leur  incapacité  à  ré‐entrer dans  le 
cycle  cellulaire.  C’est  d’ailleurs  cette  incapacité  à  se  diviser  de  nouveau  qui  limiterai  les 
possibilités de régénération tissulaire chez l’adulte (Srivastava and Ivey, 2006). 
Ce concept irréversible et permanent de l’état post‐mitotique est aujourd’hui remis en cause 
par  quelques  études.  Par  exemple,  la  division  des  neurones,  cellules  considérées  en 
différentiation  terminale, peut être  induite  in vitro, ces cellules possédant  intacte  toute  la 
machinerie  du  cycle  cellulaire  fonctionnelle  (van  Oostende  Triplet  et  al.,  2014).  Ce 
redémarrage du programme de division est généralement létal pour les cellules voir délétère 
pour  le  tissu, mais  il reste possible. Les  fibroblastes,  les  lymphocytes et  les cardiomyocites 
sont également d’autres d’exemples de  cellules post‐mitotiques dont  la démonstration  in 
vitro et dans des conditions particulières a été faite de leur capacité à ré‐entrer dans le cycle 
cellulaire  (Szibor  et  al.,  2014).  L’état  post‐mitotique  devrait  donc  être  plutôt  envisagé 
comme un état de quiescence particulier. Ces cellules post‐mitotiques ou différenciées ne 
sont cependant plus capables de contribuer significativement au sein de  l’organisme a une 
réelle augmentation, maintenance ou réparation du tissu. 
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L’état non prolifératif des cellules quiescentes et des cellules post‐mitotiques semble induit 
et maintenu  par  des  acteurs  différents.  Il  existe  néanmoins  un  tronc  commun  dans  les 
mécanismes de  restriction de  leur prolifération,  les  inhibiteurs Cdk  (Cdki).  Il a en effet été 
démontré à l’aide d’un crible d’interférence ARN qu’il est possible de lever cette restriction 
de  prolifération  dans  ces  deux  types  cellulaires  par  la  simple  absence  des  inhibiteurs  de 
Cyclin dependant kinases (CDKi), sans l’ajout de facteurs mitogènes (Pajalunga et al., 2007). 
Je  reparlerai  d’ailleurs  plus  en  détail  des  ces  Cyclin  dependant  kinases  (Cdk)  et  de  leurs 
inhibiteurs dans le paragraphe 1.2.3 : les points de contrôle du cycle cellulaire. 
 
Concernant  les  cellules  qui  se  divisent,  les  cellules  mitotiques,  leur  division  n’est  pas 
illimitée. Certaines études  semblent même  soutenir  l’existence d’un  lien entre  le nombre 
potentiel de division d’une cellule et la longévité de l’organisme. Par exemple, la tortue des 
Galapagos, avec une durée de vie dépassant le siècle, posséderait des cellules capables de se 
diviser plus d’une centaine de  fois  (Goldstein, 1974) alors que  les cellules de souris, vivant 
environ 2 à 3 ans, auraient une capacité limitée à une quinzaine de cycles. Cette corrélation 
entre  longévité de  l’individu  et nombre de divisions des  cellules  a  été  confirmée par des 
études  comparatives  entre  espèces  (Goldstein  and  Singal,  1974;  Rohme,  1981)  mais 
uniquement  démontrée  dans  des  modèles  in  vitro.  Elle  est  connue  sous  le  terme  de 
sénescence réplicative ou  limite d’Hayflick (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). Certains 
types cellulaires ne semblent pas soumis à cette sénescence réplicative. C’est notamment le 
cas  des  cellules  souches  de  la  lignée  germinale  et  des  cellules  tumorales.  L’érosion  des 
télomères à chaque cycle de division est l’hypothèse actuelle la plus solide pour expliquer la 
sénescence réplicative (Henriques and Ferreira, 2012). Or cette érosion est compensée par 
l’action  d’une  enzyme,  la  télomérase.  Une  équipe  a  démontré  in  vivo  qu’une  réduction 
artificielle  de  la  longueur  des  télomères  chez  des  souris  déficientes  pour  l’enzyme 
télomérase est suffisante pour réduire leur longévité et le nombre de leurs divisions (Vera et 
al.,  2012).  Cette  télomèrase  est  fortement  exprimée  dans  les  cellules  insensibles  à  la 
sénescence réplicative alors qu’elle est absente ou faiblement exprimée dans la majorité des 
cellules somatiques de l’organisme (Collins and Mitchell, 2002) (Forsyth et al., 2002). 
 
1.1.3. Divisions symétriques et asymétriques 
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Introduction 
 
Il  existe  deux  types majeurs  de  division  des  cellules,  la  division  symétrique  et  la  division 
asymétrique. Cette capacité de « choix » dans  le mode de division est réservée aux cellules 
souches qui peuvent orienter le destin de leur progénie. 
Par division, les cellules souches peuvent générer deux nouvelles cellules souches identiques 
entre elles autant qu’à  la  cellule  souche  initiale. Elles peuvent aussi générer deux  cellules 
différenciées,  identiques entre elles mais différentes de  la cellule souche  initiale. Dans ces 
deux cas on parle de division symétrique, respectivement proliférative et terminale. 
Une cellule souche qui se divise peut également générer simultanément une nouvelle cellule 
souche et une cellule différenciée. On parle alors de division asymétrique,  les cellules filles 
étant différentes entre elles. 
La division asymétrique existe dans les épithéliums stratifiés ou pseudo‐stratifiés et j’ai choisi 
pour  exemple  le  cortex  des  mammifères.  Il  se  compose  d’une  multicouche  de  cellules 
différenciées  ayant  pour  origine  embryonnaire  une  monocouche  de  cellules  souches 
progénitrices formant le neuro‐épithélium, les cellules souches neurales ou cellules de la glie 
radiaire  (Figure 2). Dans  les phases précoces du développement embryonnaire ces cellules 
souches effectuent exclusivement des divisions symétriques prolifératives afin d’amplifier la 
population  de  cellules  souches  progénitrices  (Rakic,  1995).  Au  cours  du  développement 
embryonnaire,  ces  mêmes  cellules  s’engagent  dans  plusieurs  cycles  de  divisions 
asymétriques  permettant  l’émergence  de  populations  multiples.  C’est  le  début  de  la 
neurogénèse  (Gotz  and  Huttner,  2005).  Enfin,  en  phase  de  neurogénèse  terminale  des 
progéniteurs  intermédiaires  effectuent  à  leur  tour  des  divisions  cellulaires  symétriques 
optimisant  ainsi  la  production  massive  de  cellules  différenciées  (neurones)  (Fietz  and 
Huttner, 2011; Shitamukai and Matsuzaki, 2012). 
Cette variation entre les divisions symétriques et asymétriques serait permise par la polarité 
apico‐basale  des  épithéliums  stratifiés  et  l’orientation  de  l’axe  de  division  des  cellules 
mitotiques par rapport à cette polarité. De nombreuses études ont largement défendues un 
contrôle de  la division cellulaire à  la fois au cours du temps durant  le développement mais 
également dans  son orientation  au  sein du  tissu  (Gillies  and Cabernard, 2011; Morin  and 
Bellaiche, 2011). L’équipe du Dr. Kriegstein a récemment décrit une forte variation de  l’axe 
de division des  cellules de  la  glie  radiaire dans des  coupes de  cerveau de  fœtus humain, 
entre  la 12ième et  la 18ième semaine de développement embryonnaire, période de transition 
vers  un  pic  de  neurogénèse  (LaMonica  et  al.,  2013).  Ils  n’ont  en  outre  pas  retrouvé  de 
diversité  similaire  dans  la  variation  de  l’angle  de  division  pour  les  progéniteurs 
intermédiaires,  qui  ne  sont  pas  soumis  à  des  choix  dans  leur mode  de  division.  De  plus 
l’existence d’acteurs moléculaires ayant un double rôle à la fois dans la polarité apico‐basale 
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Figure 3
 
: Schématisation simplifiée de l’enchainement des différentes phases du  cycle cellulaire
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et la division cellulaire renforce cet argumentaire (Falnikar et al., 2013; Hehnly and Doxsey, 
2012; Machicoane et al., 2014; Saadaoui et al., 2014). 
Néanmoins, chez les vertébrés, ce rôle de l’orientation du plan de division fait toujours débat 
et n’apparait pas comme  le facteur unique dans  le destin des cellules filles,  la majorité des 
cellules souches neurales ayant des orientations planaires de leur division malgré l’initiation 
de la neurogénèse. Les rôle de l’adhésion des cellules à la membrane apicale, des jonctions 
intercellulaires,  des  centrosomes,  du  cil  primaire  et  de  la  séquestration  polarisée  de 
déterminants  de  différentiation,  dans  le  basculement  entre  division  symétrique  et 
asymétrique, sont également discutés  (Fietz and Huttner, 2011;  Itoh et al., 2013; Morin et 
al., 2007; Peyre et al., 2011). De plus beaucoup d’études liant l’orientation du plan de clivage 
et le mode division ont été réalisées chez l’organisme modèle de Drosophile. Malgré la forte 
conservation  de  la  plupart  des  gènes  avec  les  mammifères,  il  semble  qu’il  y  ait  de 
nombreuses  divergences.  Pour  des  revues  sur  la  division  symétrique/asymétrique  voir 
(Morin and Bellaiche, 2011) ou (Roubinet and Cabernard, 2014). 
 
1.2. Le cycle cellulaire 
 
La durée de la division cellulaire peut varier d’un jour à un an en fonction du type cellulaire. 
Par exemple les cellules de la muqueuse de l’intestin se divisent tous les 3‐5 jours, celles de 
la peau en 14‐28  jours,  les cellules sanguines entre 80‐120  jours et  les cellules du foie tous 
les 12 mois. Il y aurait chez l’homme adulte 20 millions de cellules qui se divisent toutes les 
secondes.  Les  cellules  se divisent au  travers d’un processus baptisé  cycle  cellulaire que  je 
détaille ci‐après. 
 
1.2.1. L’enchainement des étapes du cycle cellulaire 
 
Le  cycle  cellulaire  est  un  enchainement  précis  d’étapes,  finement  contrôlé  (figure  3).  Je 
n’aborde dans ce chapitre que  le cycle cellulaire chez  les mammifères. Des subtilités et des 
différences existent chez certains eucaryotes et chez les procaryotes. 
Traditionnellement,  le  cycle  celluaire débute par  l’interphase, une étape préparatoire à  la 
division  cellulaire  proprement  dite.  Initialement  l’interphase  était  considérée  comme  une 
phase inerte pour la cellule. Elle correspond aux 9/10ème de la durée de vie d’une cellule. Elle 
se compose de 3 grandes étapes : la phase G1, la phase S et la phase G2. 
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La  phase  G1  (Growth1)  est  essentiellement  une  phase  de  croissance  cellulaire  durant 
laquelle  la machinerie  de  la  cellule  synthétise  un  grand  nombre  d’ARN messagers  et  de 
protéines en même temps qu’elle augmente son volume. Le contenu cellulaire est dupliqué 
à  l’exception de  l’ADN.  L’ADN est  seulement dupliqué durant  la phase  S  (Synthesis), pour 
aboutir  temporairement  à  une  cellule  tétraploïde.  La  cellule  entame  alors  une  nouvelle 
phase de croissance et de préparation à  la mitose,  la phase G2 (Growth2). En fin de G2  les 
chromosomes dupliqués sont lâchement jointifs et les chromatides sœurs s’ébauchent. 
 
1.2.2. La mitose 
 
La mitose se compose de 4 à 5 phases distinctes en fonction des auteurs (figure 4). 
 
La  prophase : Durant  la  prophase,  l’enveloppe  nucléaire  qui  séquestre  le matériel 
génétique  se  rompt,  les  chromosomes  se  condensent  en maintenant  jointives  les 
deux  chromatides  sœurs  par  une  structure  centrale,  le  centromère. Une  structure 
appelée  le  centrosome  se  duplique  et  chaque  centrosome migre  aux  deux  pôles 
opposés de la cellule. 
 
La prométaphase : Les centrosomes servent de centre nucléateur de la tubuline. Des 
microtubules astraux et polaires vont polymériser à partir de ces centrosomes. Les 
microtubules  polaires  s’attachent  aux  chromosomes,  grâce  à  des  complexes 
moléculaires au niveau de  leurs centromères,  les kinétochores, puis organisent  leur 
migration sur le plan équatorial de la cellule. 
 
La métaphase :  L’alignement  parfait  des  chromosomes  sur  le  plan  équatorial  est 
obtenu pendant  la métaphase. Chaque chromatide sœur est maintenant ancrée au 
niveau du kinétochore à deux faisceaux de microtubules polaires, de part et d’autre 
du centromère, chaque fibre de microtubules venant d’un pôle opposé. 
 
L’anaphase :  L’anaphase  est  une  étape  très  rapide.  Chaque  chromatide  sœur  est 
tractée  en  direction  opposée  vers  les  centrosomes  polaires  par  un mécanisme  de 
dépolarisation/rétraction des microtubules. Des microtubules apparaissent entre  les 
2  lots de chromatides sœurs et  repoussent, par polymérisation,  les chromatides en 
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direction opposée. Ces microtubules composent  le  fuseau central. Les microtubules 
astraux  interviennent  eux  dans  la  stabilisation  de  la  géométrie  cellulaire  et 
l’orientation du  fuseau mitotique, en  interagissant entre autre avec  le  cortex de  la 
cellule. 
 
La télophase : La télophase est la dernière étape qui compose la mitose. Une nouvelle 
enveloppe nucléaire apparait autour de chaque  lot de chromatides. On aboutit à  la 
formation  de  deux  noyaux  au  sein  desquels  les  chromosomes  entament  leurs 
décompactions. Les nucléoles réapparaissent également au sein de ces noyaux. Une 
invagination de  la membrane se met en place sur  le plan équatorial par  l’action de 
microfilaments  d’acto‐myosine.  Cette  bande  contractile  pince  la  cellule  et  réduit 
l’espace  inter‐membranaire,  c’est  la  formation  de  l’anneau  de  clivage  qui  initie  la 
séparation des cytosols des deux futures cellules filles. La séparation totale des deux 
cellules  filles  en  deux  entités  distinctes  est  réalisée  par  une  ultime  phase, 
historiquement  intégrée à  la mitose,  la cytocinèse. Cette phase de cytocinèse n’est 
aujourd’hui  plus  considérée  seulement  comme  une  étape  accessoire  de  la mitose 
mais comme une phase à part entière. Elle est décrite en détail dans le chapitre 1.3 : 
La cytocinèse. 
 
1.2.3. Les points de contrôle du cycle cellulaire 
 
Le  cycle  cellulaire  se  réalise  par  un  enchainement  synchronisé  d’étapes  successives 
complexes. La  transition vers  l’étape suivante est un évènement critique pour  la cellule et 
doit  être  extrêmement  contrôlé  en  amont.  Des  points  de  contrôle  stricts  existent  et 
permettent de différer l’entrée dans la phase suivante, laissant ainsi le temps à la cellule de 
détecter puis corriger les anomalies éventuelles. Chaque point de contrôle de chaque étape 
détermine donc si la cellule est prête à progresser vers la phase suivante, après avoir vérifié 
que tous les pré‐requis au bon déroulement de la future phase ont été réunis (Hartwell and 
Weinert,  1989).  Ces  points  de  contrôle  sont  communément  dénommés  dans  leur 
terminologie anglophone : « checkpoint ». 
Trois transitions majeures sont strictement contrôlées :  il s’agit des transitions G1‐phase S, 
G2‐Mitose et métaphase‐anaphase (figure 5). 
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A la transition G1‐phase S, deux complexes de kinases CDK4‐6/cyclinD et CDK2/cyclin 
E agissent de concert pour lever l’inhibition de la transcription des gènes imposée par 
les protéines Rb via la fixation d’E2F, aussi appelé point de restriction (figure 5 en bas 
à  droite).  Les  CDK  (Cyclin  Dependant  Kinase)  sont  des  kinases  et  donc  les  unités 
catalytiques  du  complexe.  Les  cyclines  sont  les  unités  régulatrices  qui  permettent 
d’activer les CDK et dont la concentration varie au cours du cycle cellulaire. Durant la 
phase G1 la protéine Rb faiblement phosphorylée fixe le facteur de transcription E2F 
et  recrute  des  HDACs  (Histones  déacétylases)  pour  bloquer  la  transcription  de 
certains  gènes.  Les  complexes  CDK4‐6/cyclinD  et  CDK2/cyclinE  phosphorylent  la 
protéine  Rb,  induisant  sa  dissociation  d’avec  E2F  et  levant  l’inhibition  de  la 
transcription des gènes nécessaires à la réalisation de la phase‐S (pour une revue voir 
(Malumbres and Barbacid, 2009)). 
 
La transition G2‐Mitose est une étape de contrôle de la réplication correcte de l’ADN 
(figure5 en haut à gauche). L’activité des complexes CDK1/cyclinB et CDK1/cyclinA est 
ici primordiale. L’activité de CDK1 est inhibée durant la phase G2 par phosphorylation 
induite par les kinases Wee1 et Myt1. Durant la progression de la cellule à travers la 
phase G2, une autre kinase, polo kinase 1  (plk1),  inhibe Myt1 et Wee1 et active  la 
phosphatase CDC25, levant de facto l’inhibition de CDK1 (Watanabe et al., 2004). 
 
La  transition  métaphase‐anaphase,  souvent  considérée  comme  le  point  le  plus 
critique de  la division cellulaire, permet de correctement partitionner  le patrimoine 
génétique (figure 5 en haut à droite). A la fin de la métaphase les deux chromatides 
sœurs  appariées  sont  ancrées  aux  microtubules  polaires  en  un  point  unique,  le 
kinétochore, assurant que chaque chromatide est  liée à des microtubules émanant 
de  pôles  opposés.  Dans  cette  transition  l’un  des  acteurs  clé  est  le  complexe  APC 
(Anaphase Promoting Complex). Il s’agit d’un large complexe de plus d’une dizaine de 
sous‐unités dont  la principale  fonction est d’étiqueter des protéines cibles avec des 
molécules  d’ubiquitine,  pour  qu’elles  soient  dirigées  vers  le  protéasome  et 
dégradées. Tout d’abord, le complexe APCCDC20 dégrade la sécurine et dissocie ainsi le 
complexe sécurine/séparase. Cette séparase libre est une enzyme qui va dégrader la 
molécule  responsable de  la  cohésion des deux  chromatides  sœurs,  la  cohésine. En 
parallèle et après activation par CDC20, APCCDC20 induit la dégradation des cyclinB et 
par  cascade  l’inactivation  des  CDKs  permettant  à  la  cellule  d’initier  la  sortie  de  la 
mitose (Clijsters et al., 2014).  
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1.2.4. Le « Spindle Assembly Checkpoint » (SAC) 
 
Après  la réplication de  l’ADN en phase‐S,  les chromosomes sont constitués d’une paire de 
chromatides  sœurs maintenues  par  un  complexe  protéique,  la  cohésine,  et  attachés  aux 
microtubules par un autre complexe, le kinétochore. Afin d’assurer la ségrégation égale des 
chromatides  lors  de  l’anaphase  tous  les  kinétochores  doivent  être  attachés  par  des 
microtubules  du  fuseau  mitotique.  Dans  la  configuration  où  certains  kinétochores  sont 
libres,  le  Spindle  Assembly  Checkpoint  (SAC)  est  actif  et  via  la  protéine Mad2  inhibe  la 
formation du complexe APC avec ces partenaires (Vazquez‐Novelle et al., 2014). Une équipe 
a  démontrée  que  les  protéines Mad2  et  le  complexe  APC  sont  en  compétition  pour  la 
fixation sur le même site de Cdc20. Dans des cellules HeLa, un mutant de Cdc20 (Cdc20R132A) 
incapable de fixer de façon stable Mad2, n’est pas soumis au contrôle du SAC et la protéine 
cyclinB1 est dégradée de façon plus rapide que dans les contrôles, attestant d’une continuité 
de  la  progression  du  cycle  cellulaire  et  d’une  fixation  de APC  et Cdc20  (Izawa  and  Pines, 
2012). De plus et afin d’assurer la ségrégation de chacune des deux chromatides dans deux 
futures cellules filles différentes, il est indispensable que chacun des kinétochores du même 
chromosome soit capturés par des microtubules venant des pôles opposés : c’est le principe 
de  la bi‐orientation.  L’attachement des microtubules  aux  kinétochores  se  fait de manière 
stochastique. Le CPC détecte les appariements non bi‐orientés, ré‐active le SAC et déstabilise 
les attachements  incorrects (Tanaka and Desai, 2008).  Il retarde ainsi  le déclenchement de 
l’anaphase tant que tous  les kinétochores ne sont pas attachés et correctement bi‐orientés 
(Khodjakov and Pines, 2010). 
 
1.2.5. AuroraB et le Chromosomal Passenger Complex (CPC) 
 
Dans les années 1970, Nicklas observe grâce à des expériences de micromanipulation que la 
bi‐orientation est dépendante de la tension exercée sur les chromosomes (Nicklas and Koch, 
1969). La protéine Ipl (Increase‐in‐ploidy) identifiée chez la levure (Chan and Botstein, 1993) 
puis ses homologues  les kinases Aurora,  identifiées chez  les mammifères (Giet and Prigent, 
1999) sont les acteurs moléculaires de ce système de bi‐orientation. Les concepts de tension 
au point d’attachement des chromosomes et de phosphorylations dépendantes d’AuroraB 
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seront  réunis  bien  plus  tard  pour  proposer  le modèle  actuel.  La  tension  exercée  sur  les 
kinétochores  bi‐orientées  limite  l’accès  d’AuroraB  à  ces  cibles  kinétochoriennes  par 
éloignement spatial (Liu et al., 2009). 
AuroraB fait partie du complexe CPC (Chromosomal Passenger Complex) avec  les protéines 
INCENP,  Survivine  et  Boréaline  (Ruchaud  et  al.,  2007),  (Bishop  and  Schumacher, 
2002),(Sampath et al., 2004; Speliotes et al., 2000). Ce complexe est présent au niveau des 
kinétochores  internes  en métaphase.  AuroraB  est  active  par  autophosphorylation  sur  un 
résidu  thréonine  après  association  avec  son  co‐activateur  INCENP  (Yasui  et  al.,  2004).  En 
l’absence de tension suffisante exercée par  les microtubules au niveau des kinétochores,  le 
gradient  de  phosphorylation  d’AuroraB  atteint  des  cibles  kinétochoriennes  et  induit  la 
dissociation de  l’attachement  aux microtubules.  Si  la  tension est  suffisante,  l’éloignement 
spatial prévient  la phosphorylation de ces cibles et permet  la progression vers  l’Anaphase 
(Liu et al., 2009). 
 
1.3. La cytocinèse 
 
1.3.1. Définition et introduction sur la cytocinèse 
 
La cytocinèse, ou cytodiérèse, est l’étape ultime de la division cellulaire. 
La mitose qui vient de  s’achever a permis de partitionner de  façon égale  les  chromatides 
sœurs répliquées en phase‐S. L’apparition d’un anneau de clivage et sa contraction durant la 
télophase ont permis l’ébauche des deux cellules filles. Les cytoplasmes de ces cellules filles 
post‐mitotiques sont cependant  toujours connectés entre eux, par une structure  tubulaire 
appelée  pont‐intercellulaire.  La  cytocinèse,  qui  pourrait  être  traduite  du  grec  comme  le 
« mouvement des  cytosols »,  est  en  fait  l’ensemble des étapes qui  vont de  l’initiation du 
pont intercellulaire à la séparation complète des cellules filles, aussi appelée abscission. 
 
Les  mécanismes  de  cytocinèse  varient  selon  les  organismes  mais  conservent  quatre 
caractéristiques communes : la définition d’un plan de clivage, l’assemblage d’une structure 
équatoriale,  la séparation du cytoplasme et  l’abscission  (figure 6)  (Guertin et al., 2002). Le 
processus de cytocinèse débute dès l’anaphase lorsque la cellule définit le site de clivage par 
rapport au positionnement des chromatides sœurs tractées vers les pôles et séparées par le 
fuseau  central.  A  partir  de  ce  territoire,  la  cellule  débute  l’assemblage  d’un  anneau 
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contractile.  La  contraction  de  cet  anneau  délimite  le  futur  site  de  séparation  des  deux 
cellules  filles.  En  parallèle  de  la  constriction  progressive  de  l’anneau  contractile,  le  trafic 
vésiculaire organise  le transport et  la fusion des membranes au site de clivage et finalise  la 
séparation des cellules filles. 
 
1.3.2. L’assemblage du fuseau central 
 
L’une des étapes premières de  la cytocinèse est  l’assemblage d’un  fuseau de microtubules 
antiparallèles  entre  les  deux  lots  de  chromatides  sœurs.  Cette  structure  est  appelée  le 
fuseau  central  et  regroupe  en  plus  des microtubules,  des  protéines motrices  (kinésines) 
associées  aux microtubules  et  des  protéines  kinases  (plk1)  (figure  7)  (Glotzer,  2009).  Les 
microtubules  qui  le  composent  sont  issus  pour  partie  des microtubules  interpolaires  du 
fuseau en métaphase mais également d’une polymérisation à partir des points de nucléation 
non centrosomaux et des complexes d’augmin  (Uehara and Goshima, 2010; Uehara et al., 
2009).  L’ancrage  des  extrémités  positives  des  microtubules  en  position  équatoriale  est 
assuré par la protéine PRC1 (protein required for cytokinesis1) (Jiang et al., 1998; Shrestha et 
al.).  Aussi,  les  cellules  déplétées  en  protéine  PRC1  ne  sont  plus  capables  d’organiser  la 
formation  du  réseau  de microtubules  antiparallèles  et  refusionnent  au  lieu  d’achever  la 
cytocinèse  (Mollinari  et  al.,  2005).  PRC1  est  essentiel  pour  polariser  les microtubules  du 
fuseau central et organiser le recrutement et la concentration des protéines responsables de 
l’assemblage de  l’anneau de clivage comme  la protéine polo kinase 1 (plk1). D’un point de 
vue  moléculaire  PRC1  est  inhibée  jusqu’au  début  de  l’anaphase  par  phosphorylation 
dépendante de CDK1 puis, en  tant qu’homodimère,  se  fixe  à  l’interface des microtubules 
anti‐parallèles (Subramanian et al., 2010). Une seconde protéine, la kinésine Kif4A, localisée 
uniquement aux extrémités positives des microtubules, régule l’élongation des microtubules 
du fuseau central durant  l’anaphase (Hu et al., 2011; Shrestha et al., 2012; Subramanian et 
al.,  2013).  Par  des  expériences  d’ARN  interférences  une  équipe  a  décrit  que  Kif4A  limite 
l’élongation des microtubules durant l’anaphase tardive dans des cellules HeLa et observée, 
en  l’absence  de  Kif4A, des  cellules  avec  un  fuseau  central  anormalement  long  (Hu  et  al., 
2011). 
Un second complexe moléculaire est primordial dans la formation du fuseau central, c’est le 
complexe centralspindlin qui est un tétramère composé de deux copies de la kinésine MKLP1 
(ou CHO1), une protéine motrice, et de  la protéine activatrice de GTPase de  la famille Rho, 
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MgcRacGAP  (ou  Cyk‐4)  (Mishima  et  al.,  2002;  Pavicic‐Kaltenbrunner  et  al.,  2007).  A  la 
différence  du  complexe  centralspindlin  complet,  ni  MKLP1  ni  MgcRacGAP  ne  peuvent 
réaliser  seul  le  regroupement  des  microtubules  in  vitro.  L’affinité  de  MKLP1  pour  les 
microtubules est régulée de façon négative par phosphorylation de son domaine moteur par 
CDK1 (Mishima et al., 2004). Durant  l’anaphase, AuroraB phosphoryle MKLP1 sur un résidu 
serine juxtaposé au site de fixation d’une autre protéine 14‐3‐3. 14‐3‐3 est une protéine qui 
empêche l’oligomérisation de MKLP1. La phosphorylation de MKLP1 par AuroraB antagonise 
la fixation de 14‐3‐3 et  lève son  inhibition sur  la dimérisation de MKLP1 et  la formation du 
complexe centralspindlin (Douglas et al., 2010). 
La seconde unité du complexe centralspindlin, MgcRacGAp, a un rôle plus tardif que MKLP1. 
Il permet  la concentration et  l’activation de  la protéine RhoA dans  la zone équatoriale, qui 
servira à  la spécification du plan de clivage et que  je détaille dans  le paragraphe suivant.  Il 
permet également l’ancrage à la membrane plasmique au niveau du plan équatorial via son 
domaine C1 (Lekomtsev et al., 2012). Les auteurs de cette étude décrivent qu’une mutation 
dans  le  domaine  C1  de MgcRacGAP  empêche,  dans  des  cellules  humaines  et  de  poulet, 
l’association  de  cette  protéine  à  la  membrane  et  induit  des  défauts  de  cytocinèse.  Un 
ancrage artificiel à la membrane du complexe centralspindlin en présence de cette mutation 
de MgcRacGAP est suffisant pour rétablir une division cellulaire normale (Lekomtsev et al., 
2012). 
 
1.3.3. La spécification du plan de clivage 
 
La  spécification  du  plan  de  clivage  se  fait  durant  l’anaphase  précoce.  Le  positionnement 
précis  de  ce  plan  de  séparation  des  cytosols  est  essentiel  pour  prévenir  la  perte  de 
chromosome lors de la ségrégation des chromatides sœurs. Deux signaux semblent capitaux 
pour le bon positionnement spatial de cette zone de clivage : l’un venant du fuseau central, 
le second du fuseau astral (Bringmann and Hyman, 2005; Bringmann et al., 2004), (Werner 
et al., 2007). Ces deux  réseaux de microtubules astraux et  centraux  constituent  le  fuseau 
mitotique et assurent  le couplage entre  invagination de  la membrane au site définit par  le 
plan de clivage et ségrégation des chromatides sœurs (Inoue et al., 2004). La création d’un 
gradient  équatorial  de  concentration  et  d’activité  de  la  GTPase  RhoA  est  la  clé  de  la 
définition du plan de clivage (figure 8). 
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Figure 8
 
:  La cytocinèse : la spécification du plan de clivage
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Le  recrutement et  l’activation de RhoA dépend du complexe centralspindlin, en particulier 
de MgcRacGAP, et de la protéine Ect2 (Nishimura and Yonemura, 2006; Yuce et al., 2005). En 
détail,  la  protéine MgcRacGAP,  séquestrée  au  niveau  du  chevauchement  équatorial  des 
microtubules, est doublement phosphorylée par polo kinase  (Plk1) puis recrute  la protéine 
GEF‐Ect2 (Kim et al., 2014). La partie c‐terminale d’Ect2 se fixe sur MgcRacGAP alors que  la 
partie  n‐terminale  d’Ect2,  qui  contient  un  domaine  PH  (Plecstrin  Homology),  assure  son 
activité GEF. La présence contradictoire d’une GAP  inhibitrice, MgcRacGAP, dont dépend  la 
localisation d’une GEF activatrice, Ect2, pour réguler l’activité de RhoA sur le plan équatorial 
fait encore débat aujourd’hui. Deux hypothèses sont proposées pour expliquer ce paradoxe : 
cela  permettrait  une  très  forte  dynamique  de  l’activation  et  de  l’inhibition  de  RhoA 
nécessaire à  la  flexibilité du positionnement du plan de clivage  (Miller and Bement, 2009) 
et/ou cela permettrait, si  l’on considère que  l’activité  inhibitrice de MgcRacGap est dirigée 
uniquement  contre  une  autre  GTPase,  Rac  en  l’occurence,  d’inhiber  la  formation  de 
branchements d’actine en zone équatoriale via le contrôle du complexe Arp2/3 (Canman et 
al., 2008). En outre, au niveau du fuseau central, le domaine PH de la protéine Ect2 permet 
l’interaction avec une autre protéine, Anilline qui stabilise le fuseau central de microtubules 
au  niveau  cortical  renforçant  la  définition  spatiale  de  la  zone  d’activation  de  RhoA  à 
l’équateur (Frenette et al., 2012). 
Les  propriétés mécaniques  des microtubules  du  fuseau mitotiques  pourraient  également 
avoir  un  rôle  dans  l’établissement  du  plan  de  clivage.  L’hypothèse  d’une  zone  de  faible 
densité en microtubules permettrait  le positionnement du plan de clivage à  l’équateur, ce 
positionnement  n’étant  pas  possible  dans  les  zones  riches  en microtubules  (Dechant  and 
Glotzer,  2003).  Une  seconde  hypothèse  propose  que  les  microtubules  de  type  stables 
favorisent  la contractilité équatoriale alors que  les microtubules dynamiques  inhibent cette 
contractilité  aux pôles  (Foe  and  von Dassow,  2008; Odell  and  Foe,  2008). Au‐delà de  ces 
deux  hypothèses,  une  distance minimale  séparant  les  centrosomes  semble  nécessaire  à 
l’initiation du plan de clivage. Chez  le nématode C. elegans, un  rapprochement des asters 
empêche à la fois l’induction et la polymérisation du fuseau central (Lewellyn et al., 2010). 
 
1.3.4. L’assemblage et la contraction de l’anneau de clivage 
 
L’activation de RhoA et  sa  restriction en  zone équatoriale est à  l’origine de deux voies de 
signalisation  parallèles  (figure  9a).  RhoA,  via  la  protéine  effectrice  mDia2,  permet  la 
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Figure 9
 
:  La cytocinèse : l’anneau contractile
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nucléation  et  la  polymérisation  de  l’actine  globulaire  en  actine  filamenteuse.  mDia2 
s’accumule au niveau de l’anneau de clivage et la déplétion de mDia2 dans des fibroblastes 
induit la formation de cellules binuclées et des contractions corticales ectopiques (Watanabe 
et al., 2008). RhoA permet également  l’activation de  la protéine motrice myosineII (MyoII), 
générant ainsi des forces suffisantes pour former un anneau contractile (Mendes Pinto et al., 
2013). 
La contractilité cellulaire est la capacité d’une cellule à générer des tensions suffisantes et de 
façon  autonome.  Elle  est  biochimiquement  induite  par  l’interaction  entre  des  filaments 
d’actine,  la  protéine motrice MyoII  et  des  protéines  stabilisatrices  (Bendix  et  al.,  2008; 
Koenderink et al., 2009). 
La MyoII est un hexamère formé de deux chaines lourdes (HC), deux chaines essentielles (EC) 
et deux  chaines  régulatrices  (RLC)  (figure  9b). Ces hexamères de MyoII  s’assemblent  tête 
bèche avec un  second hexamère  sous  forme de minifilaments bipolaires qui exercent  leur 
force  en  migrant  sur  des  filaments  d’actine  antiparallèles  (Finer  et  al.,  1994).  La 
phosphorylation  des  chaînes  régulatrices  de  la  MyoII,  induit  des  changements  de 
conformation  des  chaines  lourdes,  permet  l’assemblage  des  hexamères  sous  forme  de 
minifilaments,  l’activité  ATPase  et  la  fixation  à  l’actine.  En  détail,  la  phosphorylation  des 
chaines  régulatrices de  la MyoII  s’effectue  sur des  résidus hautement conservés  (Thr18 et 
Ser19)  et  peut  être  réalisée  par  plusieurs  serine‐thréonine  kinases  dont  ROCK  (Rho‐
associated  coiled  coil‐containing kinase),  citron kinase, MRCK  (myotonic dystrophy kinase‐
related Cdc42‐binding kinase) et MLCK (myosin ligth chain kinase) (figure 9b) (D'Avino et al., 
2004; Matsumura,  2005).  ROCK  et  citron  kinase  sont  toutes  les  deux  activées  par  RhoA. 
L’activité motrice de la MyoII est assurée par la partie n‐terminale du domaine globulaire de 
la chaine  lourde qui contient  les sites de fixation à  l’actine et de  l’ATP. L’hydrolyse de  l’ATP 
fournie  l’énergie  nécessaire  au  changement  conformationnel  qui  induit  les mouvements 
d’actine  tandis  que  la  dissociation  de  l’ADP  et  sa  substitution  par  une  nouvelle molécule 
d’ATP permet le détachement de l’actine (Rayment et al., 1993). L’existence d’un gradient de 
RhoA‐GTP en  zone équatoriale crée un enrichissement  local des  forces contractiles  (figure 
9c). 
En  plus  de  l’actine  et  de  la  MyoII,  l’anneau  contractile  contient  d’autres  protéines  et 
notamment  la  protéine  plateforme  Anilline.  Anilline  est  capable  de  lier  RhoA,  l’actine 
filamenteuse  et  la MyoII  (Piekny  and  Glotzer,  2008).  Elle  se  localise  également  sur  les 
microtubules et est capable de fixer les microtubules in vitro (Tse et al., 2011). Elle interagit 
également avec les septines au niveau de l’anneau contractile, pour assurer le recyclage de 
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Figure 10
 
:  La cytocinèse : le pont intercellulaire
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l’excès de membrane plasmique  tout au  long de  la  réduction du diamètre de  l’anneau  (El 
Amine et al., 2013). 
Mécaniquement,  l’anneau  contractile  se  resserre  donc  autour  du  fuseau  central  jusqu’à 
former une  structure  tubulaire,  le pont  intercellulaire.  La plupart des protéines du  fuseau 
central se retrouvent entrainées dans cette dynamique et sont séquestrées au sein du pont 
intercellulaire. 
 
1.4. Le pont intercellulaire et le midbody 
 
Initialement le pont intercellulaire a été identifié comme une structure dense aux électrons 
contenant  essentiellement  des microtubules  antiparallèles,  se  chevauchant  au  centre  du 
pont dans une zone que  l’on appelle  le « midbody » ou « Flemming body » du nom de  l’un 
de  ses  découvreurs  (Flemming,  1965; Mullins  and  Biesele,  1977).  Il  a  ensuite  été  décrit 
comme  une  structure  tubulaire  par  des  expériences  de  micro‐injection  de  cellules  de 
mammifères  in  vitro  et  les  auteurs  ont mis  en  évidence  la  diffusion  de molécules  de  la 
première  cellule  fille  à  la  seconde,  via  ce  pont  (Schulze  and  Blose,  1984). Aujourd’hui  sa 
composition détaillée  s’est étoffée d’une multitude de  facteurs, présents au niveau de  ce 
pont et du midbody. Le pont intercellulaire est en fait la contraction extrême de l’anneau de 
clivage avec un diamètre moyen de 1‐2µm et va persister  jusqu’à  la séparation des cellules 
filles lors de l’abscission (figure 10a). Durant sa maturation sa taille va se réduire de plus de 
la moitié  de  son  diamètre  initial  (Schiel  et  al.,  2012).  La  partie  centrale  de  ce  pont,  le 
midbody,  agit  comme  une  plateforme  de  recrutement  de  la  machinerie  moléculaire 
nécessaire  à  l’abscission  (Lafaurie‐Janvore  and  Piel,  2013).  Deux  études  majeures  de 
protéomique et de crible RNAi ont permis de dresser une  liste d’acteurs potentiels dans  la 
cytocinèse en essayant de définir  la composition exhaustive du pont  intercellulaire (Echard 
et al., 2004; Skop et al., 2004). 
 
1.4.1. Les composants du pont 
 
1.4.1.1. Les microtubules 
Historiquement le pont intercellulaire a été identifié par son opacité résultant de sa densité 
extrême en microtubules (McIntosh and Landis, 1971). Ces microtubules sont le reliquat du 
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fuseau  central d’anaphase qui a été  condensé pendant  la  contraction de  l’anneau d’acto‐
myosine et sont donc toujours orientés de façon antiparallèle, leurs extrémités positives vers 
le centre du pont et  leurs extrémités négatives orientées vers  le cytosol des cellules  filles. 
Les extrémités positives de ces microtubules se chevauchent au centre du midbody  (figure 
10b). La densité des microtubules dans cette zone est telle qu’il est très difficile de l’étudier 
par des techniques d’imagerie conventionnelle due à l’incapacité des anticorps d’y pénétrer. 
Une  étude  basée  sur  l’utilisation  de  la  cryo‐électro  tomographie  a  récemment  pénétrée 
cette  zone et détaillée  l’enchevêtrement des microtubules  (Elad et al., 2011).  Ils ont ainsi 
démontrés que le midbody se compose en son cœur de microtubules traversant cette zone 
(microtubules continus) entourés de microtubules dont les extrémités s’achèvent dans cette 
zone (microtubules polaires). Les microtubules au sein de ce midbody sont des microtubules 
très  stables  comme  le  confirme  leur  acétylation  et  leur  relative  résistance  aux  drogues 
dépolymérisantes tel le Nocodazole (Foe and von Dassow, 2008; Piperno et al., 1987; Rosa et 
al., 2006). 
Si  la  présence  des  microtubules  apparait  indispensable  dans  l’établissement  du  pont 
intercellulaire, notamment pour permettre  l’orientation du  trafic  vésiculaire, une étude  à 
tout de même montré chez C. elegans, qu’il était possible de réaliser l’abscission des cellules 
indépendamment  de  la  présence  de microtubules  dans  le midbody  (Green  et  al.,  2013). 
Après avoir déplété les microtubules du midbody par ARN interférence les auteurs n’ont pas 
observé  de  délai  dans  l’invagination  du  fuseau  central  comparativement  aux  embryons 
contrôles. Ils n’ont également pas observé de différences dans le recrutement du complexe 
ESCRT ou le relargage du midbody. 
 
1.4.1.2. Les protéines en provenance du fuseau 
Durant  la  formation  du  pont  intercellulaire,  les  composants  du  fuseau  central  vont  se 
relocaliser dans divers domaines du pont  intercellulaire puis du midbody. Le midbody peut 
être compartimenté en trois espaces : le renflement, le trou noir et la zone périphérique. Les 
kinésines Kif4 et PRC1, associés aux microtubules, vont  se concentrer au  sein du midbody 
dans la structure la plus centrale, le trou noir (Hu et al., 2012). Elles vont former un feuillet 
de deux bandes parallèles séparées par un espace  imperméable à  tout  immunomarquage. 
Les protéines CENP‐E, MKLP2 et AuroraB se  localisent elles aussi sur  les microtubules mais 
dans  une  zone  périphérique  au  trou  noir,  encadrant  latéralement  le  couple  Kif4/PRC1 
(Murata‐Hori  and Wang,  2002).  Enfin,  la  plupart  des  protéines  qui  constituaient  l’anneau 
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d’actomyosine, se retrouvent piégées dans un espace compris entre  le réseau compact de 
microtubules et le cortex cellulaire, le renflement (figure 10c). C’est le cas des protéines du 
centralspindlin (MKLP1 et MgcRacGAP) ainsi que de  leurs protéines partenaires Ect2, ARF6, 
CEP55 (Hutterer et al., 2009; Putsep et al., 1999; Zhao et al., 2006b). Cep55 est enrichie aux 
centrosomes et lors de l’entrée en mitose, sa phosphorylation sur un résidu sérine par plk1, 
lui permet d’être  recrutée  au midbody  (Fabbro et  al., 2005). ARF6 est une petite GTPase 
dont  l’activité est essentielle pour  la  réalisation de  la cytocinèse  (Schweitzer and D'Souza‐
Schorey, 2005). Elle forme un complexe avec MKLP1 (Makyio et al., 2012) et serait recrutée 
via une  interaction  tripartite  JSAP1‐ARF6‐Kinesin1  (Tuvshintugs et al., 2014). Les protéines 
Anilline,  septines,  citron  kinase et Rho‐A  sont également enrichies  au niveau du midbody 
(Gai et al., 2011; Hu et al., 2012; Kechad et al., 2012).  
 
1.4.1.3. La membrane plasmique 
La  cytocinèse  induit  pour  la  cellule  de  très  importants  remodelages  de  la membrane  en 
parallèle  d’une  augmentation  de  sa  surface  pour  assurer  la  création  des  enveloppes  des 
deux  cellules  filles  (Balasubramanian et  al., 2004). Ces besoins  sont en parti  couverts par 
l’apport de membrane néo‐formée en provenance des sources de production de  la cellule 
que sont  les endosomes (Bluemink and de Laat, 1973; Emoto et al., 1996; Ng et al., 2005). 
L’apport  de membrane  est  en  outre  essentiel  durant  l’étape  finale  de  l’abscission  pour 
permettre l’étanchéité des cellules filles lors de la rupture du pont (Schweitzer and D'Souza‐
Schorey, 2004). 
Les  réorganisations  membranaires  durant  la  cytocinèse  sont  responsables  de  la 
relocalisation  et  de  la  concentration  d’un  composant  de  la  membrane,  le 
phosphatidylinositol 4,5‐biphosphate (PtdIns(4,5)P2). Il se localise de façon uniforme durant 
la metaphase/anaphase et se concentre au niveau du cortex du fuseau et du pont cellulaire 
durant la cytocinèse (Emoto et al., 2005; Field et al., 2005; Zhang et al., 2000). La localisation 
de PtdIns(4,5)P2 au midbody permet notamment  le recrutement de complexes partenaires 
comme  le  complexe  ERM  (ezrin/radixin/moesin)  (Carreno  et  al.,  2008;  Echard,  2008; 
Montagnac  and  Chavrier).  Une  forte  concentration  en  PtdIns(4,5)P2  est  également 
responsable  de  la  modification  de  la  dynamique  du  cytosquelette  d’actine  (Logan  and 
Mandato, 2006).  (pour une  revue  récente voir  (Cauvin and Echard, 2014)). La présence de 
domaines membranaires riches en cholestérol est également nécessaire pour l’activation de 
 18
Figure 11
 
:  La cytocinèse : le pont intercellulaire (2)
a‐
 
Dynamique de l’actine durant la cytocinèse. D’après Schiel
 
JA et al,  Nat Cell
 
Biol, 2012
 
(figures supplémentaires).
b‐
 
Schématisation de trafic vésiculaire en direction du pont intercellulaire. Adapté
 
d’après Prekerys
 
R. et al., J Cell
 
Science, 2008.
a
4µm 1µm
b
Contraste de phase Actine
Recyclage des 
 
endosomes
Vésicules de 
 
sécrétion
Introduction 
 
molécules de signalisation comme par exemple  les protéines tyrosines kinases de  la famille 
des Src kinases (Kasahara et al., 2007; Ng et al., 2005). 
 
1.4.1.4. L’actine 
Le contrôle de  la  temporalité de  la polymérisation/dépolymérisation de  l’actine est capital 
(figure  11a).  En  effet  la  rigidité  corticale  nécessaire  pendant  la  formation  de  l’anneau  de 
clivage et son invagination n’est plus nécessaire lors de la maturation du pont. Au contraire, 
la persistance d’actine au niveau du pont s’avère délétère à  la finalisation de  la cytocinèse. 
Par  l’utilisation de faibles doses de drogues dépolymérisantes pour  l’actine (LatrunculineA), 
une équipe a pu corriger les défauts d’abscission observés dans une lignée cellulaire issue de 
patients  atteints  de  la  maladie  de  Lowe  et  qui  ont  la  particularité  de  présenter  une 
persistance anormale de  l’actine  filamenteuse dans  le pont  intercellulaire  (Dambournet et 
al., 2011). Cette même équipe avait déjà décrit qu’une dépolymérisation  trop précoce de 
l’actine,  avant  l’invagination  du  pont  intercellulaire,  déstabilise  le  pont  et  engendre  des 
défauts d’abscission (Echard et al., 2004). 
Au  niveau  des  interactions moléculaires,  durant  la maturation  du  pont  intercellulaire  la 
kinase  PKCepsilon  et  la  protéine  14‐3‐3  inactivent  Rho‐A  (Saurin  et  al.,  2008).  L’actine 
filamenteuse  qui  participe  à  la  contraction  de  l’anneau  de  clivage  est  alors  dégradée  en 
actine globulaire lorsque l’invagination du pont intercellulaire est à son terme (Guizetti et al., 
2011).  L’actine  filamenteuse  est  également  dépolymérisée  par  la  présence  d’une  autre 
protéine p50RhoGAP (ARHGAP1) via CDC42 (Schiel et al., 2012). 
 
1.4.1.5. Les protéines du trafic vésiculaire 
La  possibilité  d’un  rôle  du  trafic  vésiculaire  dans  la maturation  du  pont  a  émergée  dès 
l’identification du positionnement du Golgi et des endosomes qui se retrouvent regroupés 
aux extrémités du pont intercellulaire en télophase (Gaietta et al., 2006; Hehnly and Doxsey, 
2012; Mullins and Biesele, 1977). Ils représentent un réservoir de proximité pour le trafic en 
direction du pont (figure 11b). Plusieurs études réalisées chez C. elegans,  la  levure fissipare 
et  certaines  lignées  de  cellules  humaines  ont  initialement  décrit  qu’un  blocage  de  la 
maturation  des  vésicules  post‐Golgi  par  un  composé  chimique  (BrefeldinA)  empêche  la 
cytocinèse d’aboutir  (Gromley et  al., 2005;  Liu et  al., 2002a;  Skop et  al., 2001). Quelques 
auteurs n’ont pas confirmé cette hypothèse, en utilisant pourtant  le même  inhibiteur, mais 
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L’exocytose permet le transport des vésicules du Golgi vers la membrane plasmique où elles 
fusionnent pour permettre l’apport de molécules (transport cargo) et l’apport de membrane 
néo‐formée.  La  fusion  de  ces  vésicules  avec  la membrane  est  facilitée  par  les  protéines 
SNARE présentes à  la fois sur  les vésicules (v‐SNARE) et  la membrane plasmique (t‐SNARE). 
Un complexe macromoléculaire appelé exocyst est lui responsable de l’ancrage des vésicules 
à  la  membrane.  La  plupart  des  sous‐unités  qui  composent  l’octamère  Exocyst  ont  été 
détectées au niveau du midbody (Murthy et al., 2005; Skop et al., 2004) et toutes ces sous 
unités sont nécessaires à la réalisation de l’abscission. En effet, l’invalidation séquentielle par 
interférence ARN dans des cellules HeLa, de chacune d’entre elles, induit une augmentation 
de  la  fréquence de cellules binucléées caractéristiques de défauts dans  l’achèvement de  la 
cytocinèse (Neto et al., 2013). 
De  très  nombreuses  protéines  associées  aux  vésicules  de  la  famille  des  RabGTPases  ont 
également été identifiées comme jouant un rôle dans la cytocinèse (figure 11b), notamment 
dans une étude de crible par  interférence ARN en cellules S2  (Kouranti et al., 2006). Deux 
d’entre elles, Rab11 et Rab35, induisent des défauts de cytocinèse sévères. 
La  GTPase  Rab35  se  localise  à  la membrane  plasmique,  régule  un  recyclage  endosomal 
rapide et est responsable de  la  localisation et de  la maintenance de PtdIns(4,5)P2 et de  la 
GTPase SEPT2 (septine‐2) (Kouranti et al., 2006). 
La GTPase Rab11 s’accumule près de l’anneau de clivage puis dans le midbody (Horgan et al., 
2004). Rab11 interagit avec deux des ces effecteurs, Rab11‐FIP3 (FIP3) et à un degré moindre 
Rab11‐FIP4  (FIP4) afin d’assurer  le  trafic vésiculaire  (Giansanti et al., 2007; Pelissier et al., 
2003; Wilson et al., 2005). FIP3 et FIP4  interagissent avec une autre GTPase associée aux 
endosomes,  Arf6  (ADP  rybosilation  factor‐6)  (Wilson  et  al.,  2005).  La  surexpression  d’un 
mutant constitutivement actif d’Arf6 (ARF6 Q67L) augmente le recrutement de FIP3 et FIP4 
au  midbody,  alors  qu’un  mutant  constitutivement  inactif  (Arf6  T27N)  empêche  leur 
recrutement  (Fielding  et  al.,  2005).  Le  recrutement de  FIP3  au midbody  serait  également 
possible via  l’interaction avec  le complexe centralspindlin  (Simon and Prekeris, 2008). FIP3 
peut fixer centralspindlin sur un site de fixation commun à Ect2. En fin de télophase Ect2 se 
dissocie  de  centralspindlin  pour  être  relocalisée  vers  les  noyaux,  son  absence  sur 
centralspindlin permettant à FIP3 de s’y fixer (Simon et al., 2008). 
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Enfin, une ubiquitin  ligase,  la protéine BRUCE (Apollon ou BIRC6) a également été  identifié 
comme  régulateur du  transport vésiculaire. Durant  la cytocinèse BRUCE migre du système 
vésiculaire  vers  le  midbody  où  elle  sert  de  plateforme  à  l’ubiquitylation  des  protéines 
indésirables au point d’abscission (Pohl and Jentsch, 2008a; Pohl and Jentsch, 2008b). 
 
1.4.1.6. Les ESCRT 
Les composants du système ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) ont 
initialement été identifiés chez la levure comme faisant partie de la famille des protéines de 
type  vps  (vacuolar  protein  sorting) mutantes  et  qui  ne  peuvent  donc  pas  transporter  de 
protéines à l’intérieur de la vacuole (l’équivalent des lysosomes chez la levure) (Raymond et 
al.,  1992).  Chez  les  eucaryotes,  les  composants  du  système  ESCRT  sont  au  nombre  de 
5 complexes distincts; ESCRT‐0, ‐I, ‐II, ‐III et Vps4 (figure 12) avec chacun un rôle précis dans 
le  fonctionnement  de  cette  machinerie.  Les  complexes  ECSRT  sont  impliqués  dans 
l’interaction avec les protéines membranaires ubiquitinées, la déformation de la membrane 
plasmique  et  l’abscission.  Le  mécanisme  de  bourgeonnement  membranaire  qu’ils 
permettent est d’ailleurs détourné par certains rétrovirus comme celui du VIH pour assurer 
sa  propre  réplication  (Bleck  et  al.,  2014;  Martin‐Serrano  et  al.,  2003)  (pour  une  revue 
récente sur les rétrovirus et ESCRT voir (Votteler and Sundquist, 2013)). 
ESCRT‐0  est  le  premier  complexe  de  la machinerie  ESCRT  qui  se  localise  sur  les 
endosomes  via  une  interaction  avec  les  phospholipides  PIP3.  ESCRT‐0  est  un 
hétérodimère  (1 :1)  antiparallèle  de  sous  unité  Hrs  et  STAM  1,2.  Une  fois  sur  les 
endosomes  ESCRT‐0  peut  alors  fixer  des  protéines  ubiquitinées.  ESCRT‐0  est 
responsable du recrutement du complexe ESCRT‐I (Ren and Hurley, 2011). 
ESCRT‐I est un hétérotétramère (1 :1 :1 :1 ) des sous unités TSG101, Vps28, Vps37 et 
Mvb12.  TSG101  est  responsable  de  l’interaction  avec  ESCRT‐0,  les  protéines 
ubiquitinées et  les glycosaminoglycans des protéines virales (Ren and Hurley, 2011). 
TSG101 est recruté au niveau du midbody par interaction directe avec CEP55 et ALIX 
une  protéine  adaptatrice  (Morita  et  al.,  2007)  (Okumura  et  al.,  2013).  Vps28  est 
responsable  de  l’interaction  avec  le  complexe  ESCRT‐II  et  plus  particulièrement  la 
sous unité EAP45 (Teo et al., 2006). 
ESCRT‐II est également un hétérotétramère (1 :1 :2) composé des sous unités EAP45, 
EAP30  ‐  qui  interagissent  entre  elles  ‐  et  de  deux  sous  unité  vps25  interagissant 
individuellement avec EAP45 et EAP30, lui conférant une structure en forme de Y. Un 
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domaine particulier de EAP45, baptisé GLUE (Gram Like Ubiquitin Binding in EAP45), 
présent à la base du Y fonctionne comme une plateforme pour l’ancrage avec ESCRT‐I 
et peut simultanément fixer PIP3 et l’ubiquitine (Im and Hurley, 2008; Slagsvold et al., 
2005; Teo et al., 2006). Une fois les protéines collectées ESCRT‐I et ESCRT‐II peuvent 
initier le bourgeonnement de la membrane des endosomes. 
ESCRT‐III se compose de 4 sous unités principales dont la stoichiometrie de chacune 
n’est  pas  encore  précisément  défini :  CHMP6,  CHMP4,  CHMP3,  CHMP2  auxquelles 
s’ajoutent  trois  sous  unités  accessoires :  CHMP1,  CHMP5  and  Ist1  (Saksena  et  al., 
2009). La partie carboxy‐terminale des  sous unités centrales du complexe ESCRT‐III 
possèdent  un  domaine  d’interaction  avec  les  microtubules  et  un  domaine 
d’interaction avec Vps4 (Scott et al., 2005; Shestakova et al., 2013). 
Le complexe Vps4 est en réalité l’assemblage de Vps4 et de son cofacteur VtaI. Sous 
sa  forme  cytoplamsique  Vps4  est  inactif  et  la  fixation  de  Vta1  va  aboutir  à  un 
complexe  actif.  Vps4  est  une méchano‐enzyme  de  type  AAA‐Atpase  qui  convertit 
l’énergie issue de l’hydrolyse de l’ATP en activité mécanique (Davies et al., 2014; Yang 
and  Hurley,  2010).  Le  complexe  Vps4  n’est  pas  un mécanisme  d’assemblage  des 
endosomes.  Au  contraire,  il  désassemble  les  filaments  d’ESCRT‐III  pour  permettre 
leur recyclage vers le cytoplasme (Adell et al., 2014; Yang and Hurley, 2010). 
La démonstration du rôle des ESCRT dans la cytocinèse est relativement récente (Carlton and 
Martin‐Serrano, 2007; Spitzer et al., 2006). Cependant les études de ce mécanisme abondent 
depuis et sa machinerie est largement disséquée aujourd’hui. De plus les travaux réalisés sur 
le rôle des ESCRT dans la formation des vésicules et les bourgeonnements membranaires des 
rétro‐virus permettent d’accélérer  la compréhension du rôle des ESCRT dans  la cytocinèse. 
Malgré tout, trois modèles distincts sont proposés actuellement pour  illustrer  le rôle de  la 
machinerie  ESCRT  dans  l’abscission  (pour  des  revues  récentes  voir  (Bhutta  et  al.,  2014; 
Echard, 2012; Mierzwa and Gerlich, 2014)). J’aborde le rôle des ESCRT dans la résorption du 
pont intercellulaire au cours du mécanisme d’abscission dans le chapitre 1.5 : la coupure du 
pont. 
 
1.4.2. La protéine Citron kinase 
 
Citron kinase a été  identifié au milieu des années 1990 par  la  technologie double‐hybride 
chez  la  levure comme un effecteur potentiel de  la voie Rho/Rac qui  interagit avec  la forme 
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active, fixée au GTP, de ces deux protéines (Madaule et al., 1995). Son ARN messager a été 
identifié par  les mêmes auteurs massivement exprimé dans  le  cerveau et  les  testicules et 
plus discrètement dans  la rate,  les reins,  le thymus,  le cœur et  les poumons, chez  la souris 
(figure  13a). Depuis  la  présence  de  Citron  dans  les  cardiomyocytes  a  été  confirmée mais 
restreinte  aux  stades  embryonnaires  et  périnataux  (Ahuja  et  al.,  2007). Quelques  années 
plus tard, cette même équipe a proposé un rôle pour Citron dans la division cellulaire et plus 
spécifiquement  la  cytocinèse,  notamment  par  son  enrichissement  au  niveau  du midbody 
dans des cellules HeLa  (Madaule et al., 1998). L’utilisation de cribles RNAi  réalisés sur des 
cellules S2 de Drosophile a définitivement  identifié Citron kinase (Sticky chez  la Drosophile) 
comme un acteur majeur de  la réalisation de  la cytocinèse (D'Avino et al., 2004; Echard et 
al., 2004; Kiger et al., 2003). Les cellules déplétées en protéine Citron kinase présentent un 
phénotype  de  multinucléation  sévère,  des  retards  d’abscission  ainsi  qu’un  défaut 
d’organisation du pont intercellulaire (D'Avino et al., 2004; Naim et al., 2004). 
Citron Kinase est une protéine sérine thréonine kinase qui peut être produite au minimum 
sous deux isoformes : une protéine de 240 kDa (CRIK, Citron Kinase Rho Interacting protein) 
dans laquelle le domaine tyrosine kinase N‐terminal est suivi par la séquence de la protéine 
Citron ;  une  isoforme  de  180kDa  qui  consiste  essentiellement  en  la  protéine  pleine  taille 
dépourvue du domaine  kinase  (CRIK‐SK,  54kDa)  et  généralement dénommée Citron‐N  (Di 
Cunto et al., 1998) (figure 13b). Les deux polypeptides CRIK et CRIK‐SK sont capables in vitro 
de phosphoryler des cibles potentielles mais pour  l’instant,  la  seule cible de Citron kinase 
identifiée in vivo serait la chaine régulatrice de la myosine (MLC2), sur sérine en position 19 
et  Thréonine  en  position  18  (Dean  and  Spudich,  2006;  Yamashiro  et  al.,  2003).  L’activité 
kinase de Citron étant potentialisée par la co‐expression de la protéine Rho constitutivement 
active, Citron kinase a longtemps été considéré comme un effecteur de la voie Rho, en aval 
de RhoA et ce jusqu’à très récemment (Ahmed et al., 2011; Di Cunto et al., 1998) (pour une 
revue  sur  les effecteurs de  la voie Rho chez  les mammifères voir  (Thumkeo et al., 2013)). 
Depuis, deux équipes ont simultanément proposé que Citron kinase (sticky précisément) ne 
soit pas un effecteur canonique de la voie Rho mais qu’il serait responsable de la localisation 
et du maintien de RhoA et Anilline au niveau du midbody (Bassi et al., 2011; Gai et al., 2011). 
Les  dernières  études  réalisées  sur  Citron,  majoritairement  chez  la  Drosophile,  ont 
démontrées que le domaine coiled‐coil de Citron est responsable de la localisation de RhoA 
et Anilline au midbody, permet la transition de la constriction membranaire vers l’abscission 
et  serait  responsable de  la  stabilité du pont  intercellulaire  (Bassi et al., 2013; Bassi et al., 
2011; El Amine et al., 2013; Gai et al., 2011; Serres et al., 2012; Watanabe et al., 2013). Dans 
des cellules HeLa, Citron interagit également avec la kinesine KIF14 et ces protéines assurent 
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mutuellement  leur  localisation  au midbody  (figure  13c). Citron  Kinase  interagit  ainsi  avec 
tout  le complexe du fuseau central (PRC1, MKLP1, MKLP2, KIF4 et KIF14) responsable de  la 
stabilité du fuseau et du pont intercelluaire (Gruneberg et al., 2006). Chez la souris, l’animal 
déficient pour Citron kinase présente une apoptose massive des progéniteurs neuraux  lors 
du  développement  cérébral  conduisant  à  une  microcéphalie  corticale  et  des  neurones 
multinucléés (Di Cunto et al., 2000). Au niveau testiculaire,  les souris mâles déficients pour 
Citron  présentent  également  une  polyploïdie  des  spermatogonies  et  une  forte mortalité 
cellulaire (Cunto et al., 2002). Chez le rat, une délétion dans l’exon 1 de Citron conduit à un 
phénotype  similaire  à  celui  de  la  souris,  avec  des  défauts  d’abscission  des  progéniteurs 
neuraux, une apoptose massive et une réduction drastique du cortex cérébral (Anastas et al., 
2011; Sarkisian et al., 2002). 
Citron kinase est impliqué dans des mécanismes autres que la cytocinèse. Sa localisation est 
extrêmement polarisée dans  les progéniteurs neuraux en division avec une restriction à  la 
surface  ventriculaire  du  neuroépithélium  (figure  13d).  Cette  polarisation  est  notamment 
permise par  l’interaction avec la protéine DLG5 (Disc Large 5) (Chang et al., 2010). Citron‐N 
est  impliquée  dans  l’organisation  du  Golgi  et  le  contrôle  de  la maintenance  des  épines 
dendritiques des neurones primaires (Camera et al., 2003; Camera et al., 2008). Les épines 
dendritiques sont capitales dans  la plasticité synaptique et  l’efficience de  la mémoire. Une 
étude a identifiée chez la souris un interacteur de Citron, p140Cap, capable à la fois de fixer 
Citron‐N et d’inhiber directement  l’activité de  la kinase Src (Repetto et al., 2014). p140Cap, 
Citron et Src sont détectées dans un même complexe par co‐immunoprécipitation d’extraits 
totaux de cerveaux et de fractions synaptiques. De plus Citron‐N est sur‐représenté dans les 
neurones post‐mitotiques  (Di Cunto et al., 2000).  Il est également capable d’interagir avec 
PSD‐95, une protéine postsynaptique (Furuyashiki et al., 1999). Si l’interaction entre PSD‐95 
et Citron n’a pour l’instant pas été complètement élucidée sur le plan fonctionnel plusieurs 
études  impliquent  la  protéine  Citron  dans  des  pathologies mentales  et  des  pathologies 
touchant les cellules gliales (Comabella et al., 2009; Lyons‐Warren et al., 2005; Nicodemus et 
al.,  2010).  Citron  kinase  serait  également  capable  d’interagir  avec  les  ESCRT  et  peut  par 
exemple perturber la production de particule virales du VIH (Ding et al., 2011). 
D’un point de vue physiopathologique, Citron est surexprimé dans certains types de cancers 
et apparait donc comme un candidat potentiel dans  la  lutte contre  la tumorigénèse  (Fu et 
al.,  2011).  Une  étude  in  vivo  chez  la  souris  a  démontrée  qu’il  était  possible  de  réduire 
l’incidence de cancers hépatiques en ciblant Citron kinase par ARN  interférence  (Fu et al., 
2011). En  induisant des défauts d’abscission, Citron participe à  la génération et  la présence 
de cellules aneuploïdes dans un tissu sain. L’instabilité génétique de ces cellules aneuploïdes 
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est aujourd’hui reconnue comme un terreau favorable à  l’apparition de tumeurs (pour une 
revue  récente  lire  (Pikor  et  al.,  2013)).  Citron  kinase  est  également  ré‐exprimé  dans  un 
contexte pathologique non cancéreux,  les hypertrophies cardiaques chez  l’adulte, sans que 
toutefois les cellules ne parviennent à se diviser de nouveau (Ahuja et al., 2007). 
Concernant sa structure, l’isoforme la plus longue de la protéine Citron kinase compte 2070 
acides aminés chez la souris et 2027 acides aminés chez l’humain, assemblés en 5 domaines 
majeurs pour une masse d’environ 230kDa  (voir  figure 13b). Son orthologue Sticky chez  la 
Drosophile  compte  1854  acides  aminés  et  une masse  d’environ  211kDa.  L’homologie  de 
domaines est  relativement  forte entre ces  trois espèces ce qui  renforce  la contribution de 
chaque modèle à la compréhension générales des fonctions de Citron kinase. 
 
1.4.3. La stabilité du pont 
 
Les  cellules  filles  sont  connectées  durant  toute  la  durée  de  la  cytocinèse  par  un  pont 
intercellulaire  jusqu’à  l’étape  de  dissociation  finale,  l’abscission  (Echard  et  al.,  2004).  De 
l’initiation du  clivage équatorial en Anaphase  tardive à  la  formation  complète du pont,  la 
stabilité de  la structure naissante est assurée principalement par  le cytosquelette d’actine. 
Au  cours de  la maturation du pont et,  consécutivement  à  la décroissance de  l’activité de 
RhoA, cette actine est dépolymérisée et la stabilité du pont doit donc faire appel à d’autres 
mécanismes  (figure  14)  (Dambournet  et  al.,  2011). Or,  l’ancrage  du  sillon  de  clivage  doit 
absolument être maintenu au cortex  jusqu’à  la séparation complète des cellules sœurs. Un 
relâchement au niveau du pont intercellulaire induit des défauts de ploïdie (figure 14). 
L’enrichissement  de  la  membrane  en  PtdIns(4,5)P2  au  niveau  du  pont  intercellulaire 
contribue à la stabilité du pont en fournissant des plateformes d’ancrage pour les protéines 
qui contiennent un domaine PH (Plecstrin Homology). L’expression d’un dominant négatif de 
Rab35,  inhibe  la  localisation  du  PtdIns(4,5)P2  au  pont  intercellulaire  et  empêche  le  bon 
ancrage du  sillon  (Kouranti et  al., 2006). Centralspindlin  stabilise  le pont par  la  liaison de 
MgcRacGap et MKLP1 avec les phosphatidylinositols membranaires (Lekomtsev et al., 2012). 
MKLP1 participe également à  la formation de tétramères avec  la GTPase ARF6, ancrée à  la 
membrane  (Makyio  et  al.,  2012)  et  qui  inhibe  l’action  délétère  de  la  protéine  14‐3‐3  sur 
centralspindlin  (Joseph  et  al.,  2012). Citron  kinase  est  aussi  capable  de  fixer MKLP1  pour 
former  un  supra  complexe  avec  PRC1  et  KIF14  d’un  côté  pour  assurer  l’ancrage  aux 
microtubules (Bassi et al., 2013; Gruneberg et al., 2006; Watanabe et al., 2013) et d’un autre 
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côté  citron  kinase  est  capable  de  lier  Anilline,  pour  assurer  l’ancrage  à  la  membrane 
plasmique  via  les PtdIns(4,5)P2  (Liu et  al., 2012) et  sa  liaison  avec  septine  (Kechad et  al., 
2012).  Citron  kinase  est  une  protéine  clé  de  la  stabilité  du  pont.  Son  absence  induit  des 
défauts d’abscission par  réouverture du pont  intercellulaire engendrant  la multinucléation 
des cellules in vitro et in vivo, chez les mammifères et les insectes (Anastas et al., 2011; Bassi 
et al., 2013; Echard et al., 2004; Gai et al., 2011; Naim et al., 2004; Watanabe et al., 2013). 
Afin  de  prévenir  toute  réalisation  trop  précoce  de  l’abscission,  avant  que  la  répartition 
équitable  entre  les  cellules  filles  du matériel  génomique  soit  achevée,  il  existe  plusieurs 
mécanismes  de  surveillance,  dont  le  SAC  qui  reconnait  le  bon  attachement  des 
chromosomes  au  fuseau  central et  retarde  la progression de  l’anaphase  (voir paragraphe 
1.2.4).  Cependant  ces  points  de  contrôles  peuvent  être  contournés  et  les  erreurs  de 
ségrégation des  chromosomes persistantes au delà de  l’anaphase  seraient présentes dans 
environ  1%  des  cellules  somatiques  en  division  (Cimini  et  al.,  2001).  Il  existe  alors  un 
mécanisme  capable  de  retarder  le  déclenchement  de  l’abscission  losrque  des molécules 
d’ADN libres sont présentes au sein du pont intercellulaire. Il a été découvert chez la levure 
Saccharomyces Cerevisiae et baptisé NoCut  (Norden et al., 2006). Chez  les mammifères ce 
serait  le  complexe  CPC  qui  assurerait  ce  rôle.  Une  des  sous  unités  du  complexe  CPC, 
Boréaline, est capable de lier directement Snf7, une des sous unités du complexe ESCRT‐III. 
AuroraB,  l’unité  catalytique  du  CPC  phosphoryle  directement  Snf7,  maintenu  dans  son 
environnement proche par Boréaline. La rétention et la phosphorylation de Snf7 empêche la 
polymérisation  du  complexe  ESCRT‐III  et  son  association  à  la membrane  (Capalbo  et  al., 
2012).  La  présence  d’AuroraB  au  midbody  lors  de  la  cytocinèse  (Ruchaud  et  al.,  2007) 
empêche également  la  complétion de  l’abscision en phosphorylant MKLP1  tant que de  la 
chromatine libre est présente au sein du pont inter‐cellulaire (Steigemann et al., 2009) 
 
1.5. La coupure du pont : l’abscission 
 
Le pont  intercellulaire peut persister pendant plusieurs heures, voire  jusqu’en G2 du cycle 
cellulaire  suivant  (Schulze  and  Blose,  1984).  D’ailleurs  une  étude  récente  propose  de 
considérer l’abscission comme un évènement à part entière de la phase G1 du cycle suivant. 
Les  auteurs  ont  en  effet  démontré  à  l’aide  d’un  marqueur  de  la  phase  G1  (Cdt1)  que 
l’abscission se réalise dans près de 90% des cas en présence de l’expression de ce marqueur 
(Gershony  et  al.,  2014).  Une  seconde  étude  combinant  analyse  expérimentale  et 
modèlisation a estimé la persistance théorique du pont intercellulaire dans des cellules HeLa 
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à  environ  3,4  heures  et mesurée  une  durée  expérimentale  de  3,8  heures  (Crowell  et  al., 
2013). 
 
L’étude  de  l’abscission  est  relativement  récente,  notamment  car  elle  nécessite  des 
techniques d’imagerie avancées. Les progrès dans  l’utilisation des protéines  fluorescentes, 
de  la vidéomicroscopie et de  l’ultra  résolution ont permis de  réaliser  les expérimentations 
permettant de mieux comprendre ce mécanisme. Ces progrès n’ont cependant pas résolus 
tous les questionnements sur l’abscission. Pour preuve, 3 modèles distincts d’abscission sont 
toujours d’actualité. 
 
1.5.1. Les différents modèles d’abscission 
 
Aujourd’hui  3 modèles  sont  proposés  pour  illustrer  l’abscission :  un modèle  basé  sur  la 
rupture physique du pont suivi d’une réparation des extrémités béantes, un modèle basé sur 
l’apport massif  de membrane  néoformée  depuis  le  Golgi  sur  le  site  d’abscission,  et  un 
modèle qui propose que  le pincement extrême du pont  intercellulaire en un point unique 
permettrait la fusion des membranes néo‐adjacentes (figure 15 a). 
 
Le modèle de cassure mécanique du pont a été  initialement proposé suite à des mesures 
des  forces  de  tensions  exercées  sur  une  cellule  en  division,  l’augmentation  des  forces 
détectées sur la cellule allant de pair avec sa progression vers l’abscision (Burton and Taylor, 
1997).  Il est  soutenu par quelques études  (Kanada et al., 2005;  LaFlamme et al., 2008) et 
notamment une étude qui propose que les mouvements migratoires divergents des cellules 
et  les  forces  générées  pourraient  être  responsable  d’une  rupture  mécanique  du  pont 
(Bottcher  et  al.,  2009).  Cependant,  ce  modèle  qui  à  ma  connaissance  n’a  jamais  été 
réellement démontré  in  vitro ou  in  vivo, est  aujourd’hui peu  crédible, notamment depuis 
que  l’équipe  de Matthieu  Piel  a  élégamment  proposé  qu’un  relâchement  des  forces  de 
tension  au  pont  intercellulaire  soit  nécéssaire  à  l’achèvement  de  l’abscission  (Lafaurie‐
Janvore et al., 2013). En effet, s’il pouvait paraitre naturel pour séparer deux cellules  filles 
d’étirer le pont intercellulaire jusqu’à ce qu’il se rompe, les auteurs ont démontrés que des 
forces de  tensions exercées sur  le pont  intercellulaire  retardent au contraire  la séparation 
des  cellules  filles.  Un  relâchement  de  tension  latérale  permet  le  recrutement  de  la 
machinerie ESCRT‐III puis la séparation des membranes. De plus, les cellules non adhérentes 
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ou qui ne migrent pas l’une par rapport à l’autre se séparent également par abscission, sans 
être soumise à des forces de traction permises par une adhésion au support. 
Le modèle de sécrétion vésiculaire est selon moi beaucoup plus plausible bien qu’il dérive 
majoritairement d’analogie avec les végétaux. En effet la sécrétion de vésicules dérivées du 
Golgi  semble  être  le  mécanisme  prépondérant  dans  la  séparation  des  cellules  post‐
mitotiques  des  végétaux  qui  sont  dépourvues  de  pouvoir  contractile  au  niveau  de  leur 
membrane  (pour  un  revue  récente  voir  (Van  Damme  et  al.,  2008)).  Cependant,  à  la 
différence des animaux,  chez  les plantes  les  cellules n’achèvent pas  la  cytocinèse par une 
abscission  mais  par  l’apparition  d’une  structure  médiane  entre  les  cellules  filles,  le 
phragmoplaste,  qui  va  croitre  par  l’apport  vésiculaire  constant  jusqu’à  former  un  mur 
étanche  entre  les  deux  cellules  filles  (Jurgens  et  al.,  2015; Otegui  et  al.,  2005).  Le  trafic 
vésiculaire est également d’importance chez les cellules animales jusqu’à des étapes tardives 
qui précède l’abscission (voir chapitre a5 : le trafic vésiculaire). Il n’est cependant pas encore 
clairement tranché si le trafic vésiculaire contribue directement à l’abscission par fusion des 
membranes ou bien s’il assure uniquement le transport des acteurs de l’abscission au site ad 
hoc.  
Enfin, le dernier modèle qui semble soutenu par la littérature la plus dense et la plus récente 
est  celui  qui  propose  que  la  constriction membranaire  extrême  en  un  point  du midbody 
permette  le rapprochement et  la fusion/séparation des membranes existantes (figure 15b) 
(Guizetti et al., 2011; Schiel et al., 2012). 
Juste avant que l’abscission ne débute, la taille du pont intercellulaire se réduit de 1,5‐2µm à 
100‐200nm de diamètre puis  le recrutement d’une famille de protéines,  les ESCRT, débute. 
La protéine  centrosomale CEP55  recrute  la  sous unité  TSG101 du  complexe  ESCRT‐I  et  la 
protéine ALIX  (Apoptosis‐linked  gene‐2‐interacting protein X)  au midbody. A partir de  ces 
complexes  CEP55‐TSG101  et  CEP55‐ALIX,  le  recrutement  successif  de  tous  les  modules 
ESCRT‐I,  ESCRT‐II  et  ESCRT‐III  va  se  poursuivre  (voir  supra  paragraphe  ESCRT)  (Elia  et  al., 
2011; Guizetti  et  al.,  2011).  ALIX  régule  la  polymérisation  d’ESCRT‐III  (Pires  et  al.,  2009). 
ESCRT‐III est aujourd’hui le module considéré comme acteur direct de l’abscission. En effet, 
la  déplétion  de  la  sous  unité  Vps2  du  complexe  ESCRT‐III,  empêche  la  formation  des 
filaments de 17nm qui ont été décrits comme encerclant  le pont  intercellulaire  juste avant 
l’abscission  (figure 15c) (Guizetti et al., 2011).  In vitro et  in vivo ESCRT‐III serait capable de 
former de manière  autonome  ces  filaments de  17nm de diamètre  encerclant  le midbody 
(Henne et al., 2012). A partir de cette étape  l’abscission est réalisée soit par une courbure 
initiée depuis  le cœur du pont  intercellulaire  (Guizetti et al., 2011), soit par un glissement 
centrifuge de ces anneaux  filamenteux à partir du midbody et  impliquant  le module Vps4 
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(Elia et al., 2012), soit par des mécanismes de déformations de la membrane autres, ESCRT‐
III ne servant que de stabilisateur local (Schiel et al., 2012). Dans tous les cas, les composants 
d’ESCRT‐III  se  répartissent  au  cours  de  l’abscission  en  deux  régions  périphériques  du 
midbody,  l’une  qui  colocalise  avec  TGS101  au  point  de  recrutement  initial,  la  seconde, 
distant d’environ 1µm de la première, qui sera le site précis de clivage final (Elad et al., 2011; 
Elia et al., 2012; Guizetti et al., 2011). 
 
1.5.2. La cytocinèse sans abscission 
 
La  diploïdie  est  la  règle  pour  la  majorité  des  cellules  somatiques  des  mammifères,  à 
l’exception  du  rat  viscache  roux  d’argentine,  tétraploïdes  avec  ces  102  chromosomes !! 
(Gallardo  et  al.,  1999).  Il  existe  cependant  des  cellules  « naturellement »  hypoploïdes  ou 
hyperploïdes,  on  parle  d’aneuploïdie  physiologique.  Les  causes  de  cette  aneuploïdie 
physiologique  ne  sont  pas  restreintes  à  des  défauts  dans  le  mécanisme  d’abscision. 
L’aneuploïdie peut être générée notamment par une endo‐reduplication des chromosomes 
ou une fusion cellulaire (pour une revue voir (Davoli and de Lange, 2011)). J’aborde dans les 
lignes  suivantes  quelques  exemples  de  cellules  physiologiquement  aneuploïdes  pour 
lesquelles un défaut de  cytocinèse a été démontrée  (figure 16a)  (pour une  revue  récente 
voir (Lacroix and Maddox, 2012)): 
 
Chez  le  rat adulte, 70% des cellules du  foie,  les hépatocytes, sont  tétraploïdes, 15 à 20 % 
sont  octoploïdes  et  seulement  10  à  15%  diploïdes  (Seglen,  1997).  Chez  l’homme  la 
polyploïdie des hépatocytes  a été estimée  jusqu’à près de 30% des  cellules du  tissu  chez 
l’individu  âgé  (Kudryavtsev  et  al.,  1993)  et  n’apparait  qu’après  la  naissance  (figure  16b) 
(Celton‐Morizur et al., 2009). La diploïdie des hépatocytes est corrélée avec leur capacité de 
prolifération  et  les  cellules  diploïdes  pourraient  constituer  un  réservoir  de  cellules 
progénitrices.  Il a été démontré que  les cellules polyploïdes ne sont pas mobilisées pour  la 
régénération du  tissu après une hépatectomie chez  le  rat et  les cellules qui composent  le 
tissu  nouvellement  apparu  sont majoritairement  diploïdes  (Seglen,  1997). De même  chez 
l’homme  la  proportion  d’hépatocytes  tétraploïdes  est  faible  jusqu’à  50  ans  puis  un  pic 
d’accumulation  apparait  alors  que  les  capacités  régénératrices  du  foie  diminuent 
(Kudryavtsev  et  al.,  1993).  Cette  corrélation  entre  la  ploïdie  et  la  prolifération  des 
hépatocytes est également confirmée par  la dérégulation de  la ploïdie dans  les cancers du 
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Schématisation de la tétraploïdie par défaut de cytocinèse. Adapté
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foie  (Saeter  et  al.,  1988). Dans  les hépatocytes,  la polyploïdie  serait  la  conséquence d’un 
défaut  d’activation  de  RhoA  durant  la  cytocinèse  entrainant  l’absence  de  mouvement 
contractile  de  l’anneau  de  clivage  (Celton‐Morizur  et  al.,  2009;  Guidotti  et  al.,  2003). 
L’apparition d’hépatocytes binucléés n’active pas les points de contrôles dépendants de P53 
et  les  cellules  doublent  à  nouveau  leur  contenu  lors  de  la  phase‐S  suivante  aboutissant, 
après mitose, à deux hépatocytes tétraploïdes (Guidotti et al., 2003). 
 
Chez  la  souris, près de 90% des  cellules du myocarde  sont  tétraploïdes ou octoploïdes et 
chez l’homme cette proportion varie entre 25 à 85% (Brodsky et al., 1991). Chez l’homme, la 
division des  cellules musculaires  cardiaques,  les  cardiomyocites, est maximale  autour des 
stades périnataux et  semble quasiment éteinte après  l’âge de 20 ans, période au‐delà de 
laquelle la mitose et la cytocinèse ne sont plus détectables (Mollova et al., 2013). Une étude 
préliminaire chez le rat à démontrée que les cardiomyocites perdent leur capacité à achever 
la cytocinèse et que le défaut d’abscission est lié à des étapes postérieures à la formation de 
l’anneau  contractile  (Li  et  al.,  1997).  Récemment  une  régulation  de  la  contractilité  de 
l’anneau d’acto‐myosine  sous  le  contrôle de  la  voie Hippo a été proposée  (Heallen et al., 
2013) ainsi qu’un défaut d’enrichissement d’Anilline au point de clivage (Engel et al., 2006), 
tout  comme  l’inhibition  de  l’apoptose  des  cellules  polyploïdes  par  surexpression  de  la 
cyclinG1, cible de P53 (Liu et al., 2010).  
 
La  lignée germinale des mammifères et de certains  insectes est également  soumise à des 
défauts  d’abscission.  L’originalité  des  défauts  d’abscission  physiologique  dans  la  lignée 
germinale  est  que  les  cellules  filles  générées  ne  sont  pas  tétraploïdes.  Tout  d’abord,  le 
défaut d’abscision apparait après la meïose qui est un mécanisme de réduction de la ploïdie. 
Ensuite  le but de cette absence d’abscission est de maintenir entre  les cellules germinales 
des ponts intercellulaires d’un diamètre voisin de 1µm (Braun et al., 1989; Dym and Fawcett, 
1971;  Fawcett  et  al.,  1959).  Ces  ponts  serviraient  à  la  diffusion  de molécules  au  sein  du 
même  syncitium et à  la  synchronisation des  cellules qui  le  composent  (Greenbaum et al., 
2007) (Braun et al., 1989). 
Ce maintien du pont intercellulaire entre les cellules germinales est majoritairement attribué 
à  l’abondance d’une protéine  identifiée comme spécifiquement exprimée dans ces cellules, 
la protéine TEX‐14  (Greenbaum et al., 2006; Wu et al., 2003). Les souris mâles déficientes 
pour  TEX‐14  sont  stériles  par  absence  de  pont  intercellulaire  entre  les  spermatogonies 
(Greenbaum  et  al.,  2009).  Depuis  l’expression  de  TEX‐14  a  été  élargie  à  d’autres  types 
cellulaires  de  l’organisme  et  TEX‐14  est  exprimée  dans  les  cellules  HeLa  (Mondal  et  al., 
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2014). L’activité de TEX‐14 peut d’ailleurs être contrôlée par polo‐kinase durant la cytocinèse 
(Mondal  et  al.,  2014).  TEX‐14  bloque  la  réalisation  de  l’abscission  dans  les  cellules  non 
germinales par compétition avec CEP55 dans l’interaction avec ALIX et TSG101 au niveau de 
l’anneau de clivage (Greenbaum et al., 2011). 
Chez les invertébrés la lignée germinale est également soumise à une division cellulaire sans 
abscission.  L’ovogénèse  de  la Drosophile  se  réalise  par  4  cycles  de  division  asymétriques 
successives  suivi  d’une  cytocinèse  incomplète  aboutissant  à  un  syncitium  de  16  cellules 
issues du même progéniteur. L’orthologue de CLASP (orbit) a été identifié comme régulateur 
de cette abscision inachevée (Mathe et al., 2003). Son rôle a également été confirmé dans la 
cytocinèse  incomplète  lors  de  la  gamétogénèse  chez  le mâle Drosophile  (Kitazawa  et  al., 
2014; Miyauchi et al., 2013). L’orthologue de CIN85 (Cindr), Anilline et Pavarotti (MKLP1) ont 
également été impliqués (Carmena et al., 1998; Eikenes et al., 2013; Hime et al., 1996).  
 
Le cerveau des mammifères est également concerné par l’aneuploïdie physiologique et chez 
la  souris  près  de  33%  des  cellules  souches  neurales  seraient  aneuploïdes  à  13  jours  de 
développement  in utero, peu après  le début de  la neurogénèse  (Rehen et al., 2001). Cette 
aneuploïdie  persiste  au‐delà  de  la  vague  apoptotique  de  sélection  des  neurones  et  l’on 
retrouve autour de 3% de neurones tétraploïdes chez  la souris au‐delà de 12  jours après  la 
naissance  (Di Cunto et al., 2000; Lopez‐Sanchez and Frade, 2013). Chez  l’embryon humain 
cette aneuploïdie pourrait atteindre jusqu’à 35% des cellules neurales (Yurov et al., 2007). Il 
a  été  décrit  chez  la  souris  par  des  techniques  de  transport  rétrograde  que  ces  neurones 
aneuploïdes étaient parfaitement connectés dans le circuit neuronal (Kingsbury et al., 2005). 
De plus certaines populations de neurones comme les neurones de Purkinje, sont fortement 
tétraploïdes, même si la démonstration de leur ploïdie fait encore aujourd’hui débat (Frade, 
2010).  La  variation  de  l’aneuploïdie  physiologique  est  associée  chez  l’homme  à  des 
pathologies du système nerveux central. Les patients atteints de schizophrénie auraient une 
prévalence d’une faible aneuploïdie (Yurov et al., 2008) alors que celle‐ci augmenterait chez 
les patients  souffrant de  la maladie d’Alzheimer  (Iourov et al., 2009a). A ma connaissance 
seules  deux  études  ont  à  ce  jour  proposées  des  cascades  moléculaires  participant  au 
contrôle de  la ploïdie des neuroblastes  chez  la  souris,  l’une  impliquant  la protéine p75ntr 
(Lopez‐Sanchez  and  Frade,  2013),  ayant  un  rôle  dans  le  cycle  cellulaire,  la  seconde 
impliquant la protéine Citron kinase, acteur majeur de la cytocinèse (Di Cunto et al., 2000). 
 
1.5.3. Aneuploïdie phathologique : les défauts d’abscission 
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La principale conséquence des défauts d’abscision et de la fusion des deux cellules filles est 
l’aneuploïdie et généralement  la tétraploïdie : une cellule contient un multiple du matériel 
génomique initial (le double dans le cas de la tétraploïdie). 
Il  est  aujourd’hui  clairement  établie  que  les  cellules  tétraploïdes  sont  génétiquement 
instables  et  leur  présence  au  sein  d’un  tissu  normalement  composé  de  cellules  diploïdes 
peut  être  à  l’origine  de  l’apparition  de  tumeurs  (figure  16c)  (Davoli  and  de  Lange,  2012; 
Fujiwara et al., 2005)  (Walther et al., 2008). L’instabilité génétique  liée à  l’aneuploïdie des 
cellules souches neurales a déjà été proposée comme source de certains cancers du cerveau 
chez  l’enfant (Iourov et al., 2009b). Des analyses quantitatives récentes estiment à près de 
1/5ème  le  nombre  de  tumeurs  solides  qui  présentent  une  tétraploïdie  et  plus  de  1/3  des 
cancers  chez  l’homme  auraient  subit  le  passage  par  une  étape  d’aneuploïdie  durant  leur 
évolution (Dewhurst et al., 2014; Zack et al., 2013). Dans les cancers du cerveau que sont les 
glioblastomes, la présence de cellules aneuploïdes est largement décrite et très récemment, 
dans une lignée cellulaire de glioblastome, il a été décrit que cette aneuploïdie peut résulter 
d’un défaut de cytocinèse (Telentschak et al., 2015). 
La plupart du  temps  les  cellules  aneuploïdes  vont majoritairement être orientées  vers un 
destin  délétère  pour  la  cellule.  Il  a  été  décrit  dès  la  fin  des  années  60  que  les  cellules 
tétraploïdes subissent une limitation puis un arrêt de leur prolifération sur les cycles suivant 
leur altération génomique  (Carter, 1967). Depuis,  le  rôle majeur de  la protéine p53 a été 
impliqué  et  dans  des  cellules  HCT116,  l’inhibition  du  gène  de  la  p53  est  nécessaire  à 
l’accumulation  de  cellules  aneuploïdes  (Thompson  and  Compton,  2010).  Les  cellules 
tétraploïdes  présentent  des  anomalies  du  cytosquelette,  des  centrosomes  surnuméraires, 
des défauts de  ségrégation des  chromosomes,  tout  cela aboutissant à une activation et à 
l’accumulation  de  la  protéine  p53  capable  de  bloquer  la  progression  du  cycle  cellulaire 
(Ganem  et  al.,  2014).  L’activation  de  la mort  cellulaire  par  apoptose  est  également  un 
mécanisme  fréquent d’élimination physiologique des cellules aneuploïdes au sein du  tissu. 
Un blocage des mécanismes d’exécution de l’apoptose par des mutations ou des inhibiteurs 
chimiques peut d’ailleurs permettre d’accroître la présence de cellules polyploïdes (Castedo 
et al., 2006; Joshi et al., 2011). De plus, la tétraploïdie accidentelle d’une cellule n’est pas en 
corrélation  absolue  avec  l’instabilité  génétique.  Ainsi  dans  le  cas  de  la  trisomie  21,  les 
cellules  sont  capables  de  transmettre  à  chaque  division  l’intégralité  de  leur  génome 
aneuploïde à leur progéniture (Thomas et al., 2008). 
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Différents modèles du destin des MBR après abscission.
b‐
 
Internalisation d’un MBR (vert) à la surface d’une cellule HeLa. Observation en microscopie électronique à balayage.
D’après  Crowell
 
EF. Et al., J Cell
 
Sci, 2014.
a
b
Mécanisme de rétraction/autophagie
Mécanisme de phagocytose 
Mécanisme de diffusion puis phagocytose Diffusion à une cellule non‐sœur
Introduction 
 
1.6. Le Remnant 
 
L’abscission aboutit à la séparation des deux cellules filles et le clivage du pont intercellulaire 
de  manière  asymétrique  par  rapport  au  midbody  génère  un  «résidus»  d’abscission,  le 
remnant ou MBR (midbody remnant), qui se compose du midbody intact. 
 
1.6.1. Quelle est sa composition ? 
 
La  composition  exhaustive  du MBR  n’a  pas  été  réalisée  à  ce  jour,  par  exemple  par  une 
purification différentielle puis une spectrométrie de masse. Cependant l’on peut considérer 
qu’il  se  compose  des  protéines  du  midbody  et  de  la  membrane  qui  l’entoure.  Par 
immunofluorescence, le MBR a été visualisé à l’aide de marquages contre MKLP1, Arf6, FIP3, 
Citron  Kinase,  PRC1,  Kif14,  Anillin,  CEP55,  tubuline  et  prominin‐1  (Crowell  et  al.,  2014; 
Dubreuil et al., 2007; Ettinger et al., 2011; Kuo et al., 2011; Takahashi et al., 2011). L’actine, 
la myosine et les lipides membranaires devraient également permettre de les détecter. 
 
1.6.2. Diffusé ou directement hérité ? 
 
Deux modèles existent pour l’héritage du MBR par les cellules (figure 17a). 
Durant l’abscission précoce, il existe un instant pendant lequel le MBR est séparé d’une des 
cellules  filles  mais  toujours  connectées  à  la  seconde.  Il  pourrait  alors  être  directement 
englouti par cette dernière par un mécanisme de rétraction membranaire par exemple, c’est 
un premier modèle (Ettinger et al., 2011; Kuo et al., 2011; Pohl, 2009). 
Le  second modèle  propose  que  le MBR  soit  clivé  de  part  et  d’autre  du midbody  et  se 
retrouve diffusé dans  le milieu extra cellulaire  (Ettinger et al., 2011). Ce modèle a été très 
élégamment  confirmé,  par  une  analyse  en  vidéomicroscopie,  avec  plusieurs  lignées 
cellulaires, dans laquelle les auteurs ont suivi la diffusion de ce MBR (Crowell et al., 2014). Ce 
modèle de MBR diffusible semble d’ailleurs concerner la majorité des cellules observées lors 
de l’étude (20 cellules HeLa sur 23 filmées). Ce MBR peut d’ailleurs persister à la surface des 
cellules pendant plusieurs heures avant de disparaitre (environ 11 heures dans des cellules 
HeLa). De plus, ces mêmes auteurs proposent que le MBR ne soit pas seulement hérité par 
l’une des deux cellules filles mais qu’il peut également être diffusé à plus longue distance et 
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être capté par une cellule non concernée par  la mitose ayant aboutie à  la formation de ce 
remnant  (Crowell  et  al.,  2014).  Cette  diffusion  du MBR  dans  le  milieu  extracellulaire  a 
également été confirmé récemment in vivo chez C. elegans et la Drosophile (Ou et al., 2014; 
Salzmann et al., 2014). 
 
1.6.3. Recyclage du remnant 
 
Si le MBR peut être détecté pendant plusieurs heures à la surface d’une cellule, il est à terme 
capté puis  internalisé par  la  cellule dans un mécanisme  similaire  à  la phagocytose  (figure 
17b). Des protrusions de la membrane plasmique recouvrent partiellement ou totalement le 
MBR juste avant que celui‐ci ne disparaisse de la surface de la cellule (Crowell et al., 2014). 
Des contractions d’actine au site de phagocytose sont également observées et si  l’on traite 
les  cellules  avec  un  inhibiteur  de  la  polymèrisation  de  l’actine,  la  Latrunculine,  les MBR 
persistent anormalement à la surface des cellules (Crowell et al., 2014). 
Une  fois pénétré dans  l’espace  intracellulaire  le MBR s’associe ensuite aux  lysosomes dans 
lesquels il va être dégradé (Crowell et al., 2014; Pohl and Jentsch, 2009). Un traitement des 
cellules avec des inhibiteurs de l’activité lysosomale induit une persistance des MBR dans le 
cytosol de  la  cellule  (Crowell et al., 2014; Ettinger et al., 2011; Kuo et al., 2011; Pohl and 
Jentsch, 2009). Cependant certains types cellulaires ne dégradent apparemment pas le MBR 
dont  elles  héritent.  C’est  notamment  le  cas  des  cellules  souches,  qui  ont  un mécanisme 
d’autophagie  modérée  et  semblent  ne  pas  reconnaitre  le  MBR  comme  un  substrat  à 
dégrader par les lysosomes (Kuo et al., 2011). 
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2. La communication cellulaire et la signalisation Eph/éphrine 
 
2.1 Notion de communication cellulaire 
 
L’étude de la communication cellulaire s’intéresse à la manière dont les cellules diffusent et 
reçoivent des informations de leur environnement. Les cellules qui composent un organisme 
ne  sont  pas  des  entités  isolées.  Leur  survie  dépend  notamment  de  leur  capacité  à 
communiquer  avec  leur  environnement  que  ce  soit  pour  la  disponibilité  en  nutriments, 
l’appréciation des changements de température ou de luminosité pour les cellules qui y sont 
exposées. Mais  les cellules peuvent aussi communiquer directement avec d’autres cellules, 
dans  leur  environnement  immédiat  ou  plus  distant,  à  travers  une  variété  de  signaux 
mécaniques  et  chimiques.  Ceci  est  d’autant  plus  vrai  dans  les  organismes  cellulaires  où 
l’organisation en tissus assure des fonctions spécifiques pour la survie de l’organisme entier 
et dépend de la communication cellulaire. 
 
La communication cellulaire  implique  la présence de protéines à  la surface des cellules qui 
peuvent être de deux types : Les protéines s’organisent en canaux et permettent la diffusion 
de  molécules  et  d’ions  à  travers  la  membrane  plasmique.  Les  protéines  adoptent  une 
conformation particulière au sein de la membrane plasmique, sans modifier sa perméabilité, 
et constituent ainsi des récepteurs capables de connecter la cellule à son environnement en 
traduisant biochimiquement les stimuli perçus à sa surface. 
 
Il existe des récepteurs capables de capter des stimuli diffusibles que sont par exemple  les 
hormones,  les  neurotransmetteurs  ou  les  cytokines  et  qui  peuvent  être  véhiculés  par 
l’organisme sur de longues distances. 
Il  existe  aussi  une  des  récepteurs  uniquement  capables  de  percevoir  des  stimuli  issus  de 
l’environnement immédiat. Ces stimuli sont alors des protéines non diffusibles présentes à la 
surface  des  cellules  voisines.  Parmi  ces  couples  récepteurs‐ligands,  impliqués  dans  la 
communication cellulaire locale, la famille des Eph‐éphrines est celle qui suscite mon intérêt 
et que j’aborde dans ce chapitre du mémoire. 
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2.2 La famille des Eph/éphrine 
 
2.2.1 Point de vue historique 
Le premier membre de  la famille, EphA1, a été cloné  il y a plus d’une vingtaine d’années à 
partir  d’une  lignée  cellulaire  humaine  de  carcinome  hépatocellulaire  produisant  de 
l’érythropoïétine,  et  tire  son  nom  de  l’anglais  « Erythropoietin‐Producing Hepatocellular » 
(Hirai et al., 1987). Les auteurs avaient alors identifié la protéine codée par ce gène comme 
un récepteur à Tyrosine kinase de par son homologie de séquence mais ils proposaient déjà 
de  le considérer comme  le membre d’une nouvelle classe de récepteurs à Tyrosine kinase. 
Aujourd’hui  cette  famille  se  compose  chez  les  mammifères  de  14  récepteurs 
transmembranaires qui  forment  la  famille  la plus  large  connue  à  ce  jour de  récepteurs  à 
activité  Tyrosine  Kinase  (RTKs). A  la  différence  des  autres RTKs  dont  les  ligands  sont  soit 
solubles  soit  séquestrés  dans  la  matrice  extracellulaire,  les  ligands  des  récepteurs  Eph, 
appelés  les  éphrines  (Eph  receptor‐interacting),  sont  également  des  protéines 
membranaires. Ce couple récepteur‐ligand est d’ailleurs original à plus d’un titre : 
1/  l’interaction  entre  le  récepteur  et  son  ligand  induit  une  signalisation  classique 
appelée  « Forward »  dans  la  cellule  qui  présente  le  récepteur  ET  une  signalisation 
intracellulaire  est  également  activée  dans  la  cellule  présentant  le  ligand,  la 
signalisation « Reverse ». C’est donc une signalisation bidirectionnelle 
2/ la signalisation en aval d’une même molécule Eph ou éphrine peut avoir, selon le 
contexte cellulaire, des effets opposés 
3/ Enfin,  il existe une diversité d’affinités entre  les divers membres de cette  famille 
de protéines qui permet une palette large de modulation de la signalisation à laquelle 
s’ajoute  des  interactions  avec  d’autres  RTKs,  des  protéines  de  la  matrice 
extracellulaire, des petites GTPases, des protéases et phosphatases et des enzymes 
protéolytiques. 
Tout  ceci  fait de  la  famille des Eph‐ephrine une  famille de protéines  largement  impliquée 
dans  les processus de  communication  cellules‐cellules et  cellules‐microenvironnement qui 
vont  du  tri  cellulaire,  de  la  formation  des  tissus,  de  la  vasculogénèse  et  de  la  guidance 
axonale durant  l’embryogénèse à  la plasticité  synaptique,  le  remodelage et  l’homéostasie 
tissulaire,  la  réponse  inflammatoire  et  immunitaire  chez  l’adulte.  C’est  également  une 
famille  de  protéines  largement  impliquée  dans  des  processus  pathologiques  comme  les 
cancers. 
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2.2.2 Les récepteurs : les Ephs 
 
Les récepteurs Ephs se répartissent en deux sous classes A et B (figure 18). Cette répartition 
initialement basée sur  leur homologie de séquences se retrouve également correspondre à 
leur affinité pour les divers ligands (comittee, 1997)(pour une revue voir (Pasquale, 2010)) . 
Le  sous‐groupe des EphAs  chez  l’homme  se  compose de 9  récepteurs, EphA1  à EphA8 et 
EphA10.  Le  sous‐groupe des  EphBs  se  compose de 5 membres,  EphB1  à  EphB4 et  EphB6 
(figure 18a). Les EphAs et les EphBs partagent une très forte homologie de structure (figure 
18b):  Le  domaine  extracellulaire  des  EphAs  et  EphBs  se  compose  en  N‐terminal  d’un 
domaine  globulaire  responsable  de  la  liaison  aux  ligands  suivi  d’un  domaine  riche  en 
cystéine, d’un domaine EGF‐like puis de deux unités répétées de fibronectine de type‐III. Le 
domaine globulaire et  le domaine riche en cystéine sont responsables de  la dimérisation et 
du regroupement des récepteurs (Himanen et al., 2010). Ce domaine transmembranaire est 
immédiatement suivi d’une région juxtamembranaire qui contrôle l’activité enzymatique du 
récepteur,  du  domaine  catalytique  tyrosine  kinase,  puis  dans  cet  ordre,  de  domaines  de 
fixation  de  type  stérile α motif  SAM,  post‐synaptic  Density  PSD95,  Drosophila  Disc  large 
tumor DlgA, et de protéines à domaine PDZ (Himanen and Nikolov, 2003). La présence d’un 
domaine de  fixation pour  les protéines à PDZ est  caractéristique de molécules  impliquées 
dans  l’assemblage de complexes multiprotéiques de  signalisation  (pour une  revue  récente 
sur  les domaines PDZ voir (Ye and Zhang, 2013)). Les résidus Tyrosine sont très hautement 
conservés entre les divers récepteurs au sein du domaine juxtamembranaire et du domaine 
kinase  (Binns et  al., 2000; Himanen  and Nikolov, 2003).  Seuls deux  récepteurs EphA10 et 
EphB6 sont dépourvus d’activité kinase (Aasheim et al., 2005; Gurniak and Berg, 1996). 
 
2.2.3 Les ligands : les éphrines 
 
Les  ligands éphrines se répartissent également en deux sous classes A et B, en fonction de 
leur  mode  d’attachement  à  la  membrane  plasmique  (figure  18).  Les  éphrines‐A  et  B 
possèdent un domaine extracellulaire de fixation aux récepteurs hautement conservé. Les 5 
éphrines‐A,  éphrine‐A1  à  éphrine‐A5  sont  attachées  à  la  membrane  par  une  ancre 
glycosylphosphatidylinositol  (GPI)  alors  que  les  3  éphrines‐B,  éphrine‐B1  à  éphrine‐B3, 
 37
 
Introduction 
 
possèdent un domaine transmembranaire avec une queue cytoplasmique présentant un site 
de fixation des protéines à PDZ (figure 18a et b). Le domaine extracellulaire des éphrines est 
responsable  de  l’affinité  pour  les  récepteurs  et  récemment  il  a  été  décrit  que  des 
évènements de glycosylation régulent  l’efficacité de  liaison  ligand‐récepteur (Ferluga et al., 
2013). 
L’interaction ligand‐récepteur se fait spécifiquement à l’intérieur d’une même classe A ou B 
à  quelques  exceptions  près :  Le  récepteur  EphA4  peut  fixer  les  3  éphrines‐Bs  (Qin  et  al., 
2010),  le  récepteur  EphB2  peut  fixer  éphrine‐A5  et  le  récepteur  EphB4  ne  peut  pas  fixer 
d’autres ligands qu’éphrine‐B2 (pour une revue voir (Pasquale, 2010)). 
 
2.3 La signalisation Eph/ephrine 
 
La  signalisation Eph‐éphrine a  lieu après un contact entre  le domaine extra‐cellulaire d‘un 
ligand et le domaine extracellulaire d’un récepteur. Ce contact induit pour les récepteurs et 
les ligands de type B des changements de conformation de leurs domaines intracellulaires et 
la  phosphorylation  de  résidus  tyrosines  permettant  l’activation  de  cascades moléculaires. 
Ainsi  il  existe  une  signalisation  potentielle  simultanément  dans  les  deux  cellules  voisines 
impliquées dans un contact ligand‐récepteur. 
 
2.3.1 Interaction ligand/récepteur 
 
A  la  différence  des  autres  RTKs,  la  signalisation  en  aval  du  récepteur  Eph  dépend  de  la 
fixation  d’un  ligand  non  soluble,  attaché  à  la  membrane  plasmique  ou  regroupé  en 
complexes  (Davis  et  al.,  1994).  Cette  particularité  impose  d’ailleurs  in  vitro  de  réaliser 
artificiellement un pré‐complexe en utilisant soit des ligands solubles fortement concentrés, 
soit  en  utilisant  des  ligands  solubles  complexés  avec  des  IgG  humaines.  L’utilisation  de 
ligands  solubles  non  complexés  a  au  contraire  des  effets  antagonistes  sur  la  voie  Eph 
(Dobrzanski et al., 2004). 
Tant qu’il n’y a pas d’interaction avec  leurs  ligands,  les récepteurs sont répartis de manière 
diffuse  sur  la  membrane  plasmique  avec  une  activité  kinase  minimale  dite  résiduelle 
(Vearing  and  Lackmann,  2005).  L’interaction  ligand‐récepteur  se  fait  initialement  par  le 
contact du domaine extracellulaire d’un  ligand avec  le domaine globulaire d’un  récepteur 
pour lequel l’affinité est forte (figure 19). En détail, il a été montré que cette interaction se 
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réalise par l’insertion d’une boucle hydrophobe de type G‐H du domaine de liaison du ligand 
dans une cavité également hydrophobe présente dans  le domaine globulaire du récepteur 
(Ferluga et al., 2013; Himanen and Nikolov, 2003; Himanen et al., 2001; Lema Tome et al., 
2012).  Ce  couple  ligand‐récepteur  n’est  cependant  pas  suffisant  pour  induire  une 
signalisation  et  il  faut  au moins  la  formation  d’un  tétramère  de  récepteurs  pour  que  la 
signalisation soit efficace (Stein et al., 1998). Le recrutement d’autres  ligands et récepteurs 
abouti à ce que chaque ligand soit en contact avec deux récepteurs et que chaque récepteur 
soit également en contact avec deux  ligands au sein du tétramère  (figure 19)  (Himanen et 
al., 2001; Himanen et al., 2010). Ensuite l’oligomérisation des récepteurs peut se poursuivre 
indépendamment de  la  liaison avec un  ligand par  l’interaction des domaines globulaires et 
des domaines riches en cystéine (Himanen et al., 2010; Wimmer‐Kleikamp et al., 2004; Xu et 
al.,  2013).  Cette  oligomérisation  autonome  explique  en  partie  le  fait  qu’à  fortes 
concentrations  les  récepteurs  sont  capables  d’avoir  une  activité  kinase  en  l’absence  de 
ligand (Vearing and Lackmann, 2005). 
La fixation d’un ligand par le récepteur induit un changement de conformation du récepteur. 
Il existe une  auto‐inhibition  initiale de  l’activité  kinase du  récepteur par  le  repliement du 
domaine  kinase  sur  la  région  juxtamembranaire  (Binns  et  al.,  2000).  Cette  inhibition  est 
levée  par  la  transphosphorylation  d’un  résidu  tyrosine  dans  le  domaine  kinase  puis  la 
phosphorylation de deux résidus tyrosine supplémentaires dans la région juxtamembranaire 
(Binns et al., 2000; Davis et al., 2008; Kalo and Pasquale, 1999; Singla et al., 2011; Wiesner et 
al.,  2006; Wybenga‐Groot  et  al.,  2001).  Contrairement  au  concept  initialement  proposé 
l’oligomérisation  et  l’autophosphorylation  des  récepteurs  ne  se  fait  pas  uniquement  par 
homotypie  ou  au  sein  d’une même  sous  classe  de  récepteurs mais  peut  impliquer  des 
récepteurs de type et classes distincts (Janes et al., 2011). On parle d’hétéro‐oligomérisation. 
Par  exemple,  le  récepteur  EphA4  est  capable  de  phosphoryler  in  vitro  la  région 
juxtamembranaire des récepteurs EphA2 mais aussi EphB2 (Warner et al., 2008) tout comme 
EphA3  peut  également  activer  EphB2  (Janes  et  al.,  2011).  Par  une  approche  de 
phosphoprotéomique  il  a  également  été  décrit  que  les  récepteurs  EphA2,  EphA3,  EphA7, 
EphB4, EphB2 et EphB3 peuvent être phosphorylés par stimulation avec le ligand éphrine‐B1 
alors que seuls les deux derniers récepteurs de cette liste sont reconnus comme pouvant lier 
directement éphrine‐B1 (Bush and Soriano, 2010). De plus, les récepteurs EphA10 et EphB6 
étant dépourvu d’activité  kinase,  il est proposé qu’ils  jouent un  rôle de modulateur de  la 
réponse Eph forward en participant à l’oligomérisation avec d’autres récepteurs de type ou 
classe distincts (Fox and Kandpal, 2011; Truitt and Freywald, 2011). Pour une revue récente 
abordant de façon exhaustive l’oligomérisation des récepteurs Ephs voir (Janes et al., 2012). 
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2.3.2 Signalisation bidirectionnelle 
 
La  signalisation  bidirectionnelle  est  une  des  caractéristiques majeures  de  la  signalisation 
Eph‐éphrine  (figure  20).  C’était  encore  jusqu’à  récemment  et  la  description  d’une 
signalisation reverse au sein du couple NOTCH/DELTA (Holderfield and Hughes, 2008) le seul 
couple ligand‐récepteur connu pour générer une telle double signalisation. 
La  signalisation  intracellulaire en  aval du  récepteur  Eph  est dite  « FORWARD » ou parfois 
ligand‐induite ou antérograde. 
La signalisation  intracellulaire en aval du  ligand éphrine est dite « REVERSE » ou récepteur‐
induite ou rétrograde. 
Cette  signalisation bidirectionnelle est un mécanisme de communication cellulaire unique. 
Dans une  signalisation unidirectionnelle  classique,  seule une des deux  cellules  en  contact 
reçoit  un  signal  intracellulaire,  la  seconde  ne  recevant  aucune  signalisation.  Dans  le  cas 
d’une  signalisation  bidirectionnelle  les  deux  cellules  reçoivent  simultanément  une 
information  intracellulaire.  Ces  signalisations  impliquent  des  cascades  moléculaires 
différentes  et  peuvent  générer  des  processus  cellulaires  opposés.  Un  exemple  illustre 
l’avantage porté par cette signalisation bidirectionnelle et a été décrit dans la formation des 
rhombomères chez le poisson zèbre. Lors de la segmentation du cerveau postérieur apparait 
une expression alternative de  ligands et de récepteurs sur chaque futur segment (Xu et al., 
1995). Il a été démontré qu’une signalisation unidirectionnelle au niveau des rhombomères 
R3 et R4 ne permet pas  la mise en place d’une segmentation franche, contrairement à une 
signalisation bidirectionnelle entre éphrineB2 et EphA4  (Kemp et al., 2009; Mellitzer et al., 
1999; Xu et al., 1996). 
Cette bidirectionnalité potentielle rend  la signalisation Eph‐éphrine hautement complexe à 
étudier. Par exemple,  lorsque  l’on génère un animal dépourvu d’un  ligand, on affecte non 
seulement  la  signalisation  reverse  dans  la  cellule  qui  ne  présente  plus  ce  ligand  mais 
consécutivement  la  signalisation  forward dans  la  cellule voisine, même  si  le  récepteur est 
toujours exprimé dans cette cellule. Ainsi, l’utilisation de formes alternativement tronquées 
pour  les domaines extracellulaires ou  intracellulaires des récepteurs et  ligands est devenue 
une  stratégie  incontournable  pour  l’étude  de  la  signalisation  Eph‐éphrine.  Elle  permet 
d’inhiber  sélectivement  la  signalisation  forward ou  reverse  sans  altérer  la  signalisation en 
« miroir ».  Par  exemple,  afin  de  démontrer  l’implication  de  la  signalisation  reverse  dans 
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respectivement des défauts osseux de  la  face et des défauts de  fermeture du tube chez  la 
souris,  des  stratégies  de  mutations  et  délétions  totales  ou  partielles  des  domaines 
intracytoplasmiques  d’éphrineB1  et  d’éphrineB2  ont  été  utilisés  pour  affiner  des 
observations initiales faites avec des pertes de fonctions complètes (Davy et al., 2004; Dravis 
and  Henkemeyer,  2011).  Des  stratégies  remplaçant  le  domaine  intracellulaire  par  des 
protéines  reportrices  permettent  de  suivre  l’expression  des  Ephs  et  des  éphrines.  Par 
exemple,  l’utilisation de souris Knock‐in exprimant  les récepteurs EphB1 et EphB2 dont  les 
domaines  intracellulaires ont été  remplacés par  l’enzyme β‐galactosidase, permet par des 
marquages  immunocytochimiques de suivre  l’expression d’EphB1 et d’EphB2 (Chenaux and 
Henkemeyer, 2011). A  ce  jour,  il n’existe pas de protéines  rapportrices de  l’activité de  la 
signalisation  Eph/éphrine.  L’utilisation  d’anticorps  spécifiques  des  phosphorylations  des 
domaines  juxtamembranaires des  récepteurs Ephs ou des  ligands éphrineBs est donc une 
alternative répandue et acceptée comme témoin de  l’activité de  la signalisation en aval de 
chacun d’eux (Janes et al., 2011). 
 
2.3.3 Cis‐inhibition 
 
Si l’interaction d’un ligand avec un récepteur issu de deux cellules voisines dénommée trans‐
interaction est connue de longue date, il a été décrit plus récemment que des récepteurs et 
des ligands présents à la surface de la même cellule peuvent interagir ensemble (Hornberger 
et  al.,  1999).  On  parle  alors  de  cis‐interaction.  Cette  cis‐interaction  a  pour  l’instant 
uniquement  été  décrite  dans  des mécanismes  d’inhibition  de  la  signalisation  et  on  parle 
donc plus volontiers de  cis‐inhibition pour  les  couples  ligands‐récepteurs présents dans  la 
même cellule (Yin et al., 2004) (Carvalho et al., 2006). Par exemple, dans  le tube neural de 
poulet et de souris, l’innervation des bourgeons de membre par les neurones moteurs se fait 
sous  le  contrôle  de  la  signalisation  Eph‐éphrine.  Lors  du  guidage  axonal  de  ces neurones 
moteurs,  la  cis‐atténuation de  l’activité des  récepteurs participe à  la bonne définition des 
territoires  à  innerver  (Kao  and  Kania,  2011).  Dans  des  cellules  cancéreuses  le  ligand 
éphrineA3 co‐exprimé avec  les  récepteurs EphA2 et EphA3 dans  la même cellule  inhibe  la 
capacité de ces récepteurs à lier les éphrines en trans (Falivelli et al., 2013). L’association en 
cis d’éphrineA3 et EphA2 ou EphA3 aboutit donc à  l’inhibition de  la  signalisation  forward. 
Biologiquement, ces résultats suggèrent que  la surexpression des  ligands dans  les tumeurs, 
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pourrait  atténuer  par  cis‐inhibition  l’activité  des  fonctions  suppressives  des  tumeurs  de 
certains récepteurs et ainsi participer à la virulence des cancers (Falivelli et al., 2013). 
 
2.3.4 Interactions avec d’autres récepteurs 
 
La possibilité d’une interaction des récepteurs Ephs avec d’autres récepteurs de type RTKs a 
été  proposé  depuis  longtemps.  Par  exemple,  le  récepteur  EphA4  et  le  récepteur  au  FGF 
(FGFR)  peuvent  se  phosporyler mutuellement  et  partagent  des  cascades  de  signalisation 
communes comme la voie MAPK (Park et al., 2004; Yokote et al., 2005). Le récepteur EphA2 
et  le  récepteur  à  l’EGF  (EGFR)  colocalisent  aux  points  de  contacts  cellulaires  et  sont  co‐
activés dans des mécanismes d’adhésion cellulaire (Larsen et al., 2007; Larsen et al., 2010). 
Une  analyse  de  l’interactome  d’EGFR  a  confirmé  cette  interaction  et  l’a  élargie  aux 
récepteurs  EphA3  et  EphB4  (Komurov  et  al.,  2010).  Le  récepteur  EphA2  est  capable  de 
favoriser la progression des métastases en amplifiant la signalisation induite par le récepteur 
ErbB2 (Brantley‐Sieders et al., 2008). Les récepteurs EphAs et EphBs ont également un rôle 
dans  la vasculogénèse et  interagissent dans ce cas avec  le récepteur au VEGF (VEGFR) (Kim 
et  al.,  2002;  Ojima  et  al.,  2006).  Les  récepteurs  Ephs  interagissent  également  avec  le 
récepteur RYK, un RTK atypique car dépourvu d’activité kinase (Halford et al., 2000; Trivier 
and  Ganesan,  2002).  Le  récepteur  RYK  agirait  alors  comme  un modulateur  de  l’activité 
tyrosine kinase des récepteurs Ephs (Kamitori et al., 2005). 
 
2.4 Principales cascades moléculaires en aval de la signalisation Eph/ephrine 
 
2.4.1 Signalisation Forward 
 
La  signalisation  induite  en  aval  des  récepteurs  utilise  des  protéines  effectrices  et 
adaptatrices  partagées  avec  la  plupart  des  autres  récepteurs  de  type  RTKs  (figure  21) 
(Wagner  et  al.,  2013).  La  phosphorylation  du  domaine  juxtamembranaire  des  récepteurs 
rend  possible  la  liaison  des  domaines  de  type  SH2/SH3.  Ces  sites  sont  reconnus  par  une 
multitude de protéines qui contiennent un domaine SH2. Par exemple  l’enzyme PI3kinase 
est capable de  fixer  le récepteur EphB4 activé puis de phosphoryler à son tour  la protéine 
signal AKT dans des cellules endothéliales  (Steinle et al., 2002),  tout comme  la kinase FAK 
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(Focal adhesion kinase) fixe le récepteur EphB2 actif dans les neurones (Shi et al., 2009) et la 
kinase Janus kinase (JNK) est activée en aval d’EphA4 dans les cellules musculaires (Lai et al., 
2004). Des molécules adaptatrices comme  les protéines Nck et Crk  servent aussi de  relais 
entre la signalisation Eph forward et des cascades moléculaires via le domaine de liaison de 
type SH2 (Jorgensen et al., 2009). De nombreux membres de  la famille des Src kinases ont 
également été décrits en aval de  l’activité kinase des  récepteurs Ephs. C’est  le cas pour  la 
kinase Fyn en aval du récepteur EphA8 (Choi and Park, 1999), Lyn en aval d’EphA4 (Prevost 
et al., 2002) et la kinase c‐Src en aval d’EphB2 (Georgakopoulos et al., 2006; Sato et al., 2014; 
Zisch et al., 1998). Le récepteur EphB1 phosphoryle directement Src pour activer la voie des 
MAPK (Vindis et al., 2003). EphA2 est également capable de phosphoryler Src dans de très 
nombreux types de cancers (Faoro et al., 2010; Sugiyama et al., 2013; Taddei et al., 2009) et 
une  augmentation  de  l’activité  de  Src  est  corrélée  avec  une  augmentation  de  la 
phosphorylation des  récepteurs  (Leroy et al., 2009; Naudin et al., 2014). La voie des MAP 
kinases  (ERK)  peut  également  être  régulée  en  aval  des  récepteurs  EphA  et  apparait 
généralement inhibée (Miao et al., 2001). Via leur domaine de fixation des protéines à PDZ, 
les récepteurs Eph peuvent  interagir avec  les protéines possédant de tels domaines. Ceci a 
par exemple déjà été démontré pour les protéines Af‐6 (Hock et al., 1998), Grip (Contractor 
et al., 2002) et Pick1 (Zhuang et al., 2010). La voie Eph forward peut également réguler une 
multitude de petites GTPases comme ephexine, Vav, kalirine et  intersectine  (Cowan et al., 
2005;  Irie  and  Yamaguchi,  2002;  Penzes  et  al.,  2003;  Shamah  et  al.,  2001)  capables 
d’interagir  constitutivement  avec  les  récepteurs  Eph.  Elle  peut  également  activer  des 
phosphatases comme c’est le cas pour EphB3 qui active la phosphatase PP2A (Li et al., 2012). 
En outre  les Ephs peuvent  induire via des protéases  le clivage de protéines en aval de  leur 
signalisation.  La  signalisation  forward  induite  par  le  ligand  éphrineB1  peut,  via  ADAM10, 
induire le clivage de la E‐cadherine et modifier la migration des cellules souches des cryptes 
intestinales  chez  la  souris  (Solanas  et  al.,  2011).  Dernièrement  les  récepteurs  EphA2  et 
EphB2 ont également été identifiés comme des substrats potentiels d’un autre complexe de 
clivage,  le  complexe  TF/FVIIa.  L’activité  protéolytique  de  FVIIa  est  capable  de  couper  le 
domaine  extracellulaire  de  EphB2  après  reconnaissance  d’un  résidu  arginine  particulier 
proposant ainsi un nouveau type de régulation de  la signalisation Eph‐éphrine  (Eriksson et 
al., 2014). 
 
2.4.2 Signalisation Reverse 
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On distingue  généralement  la  signalisation Reverse  en  aval des  récepteurs de  types A de 
celle en aval des récepteurs de type B. 
Les  éphrines  de  typeAs  sont  dépourvues  de  domaine  cytoplasmique  et  leur  signalisation 
intracellulaire est moins bien comprise. Une des évidences serait que les éphrines de type A 
sont capables d’induire des réorganisations de  la membrane plasmique et notamment des 
domaines riches en lipides. Il a ainsi été décrit qu’éphrineA5 recrute des kinases de la famille 
des Src, comme la kinase Fyn (Davy et al., 1999) et la kinase Abl (Harbott and Nobes, 2005) 
qui  servent  de  relais  moléculaire  (figure22).  Plusieurs  co‐récepteurs  membranaires  ont 
également  été  identifiés  depuis  comme  TrkB  (Marler  et  al.,  2008)  ou  P75NTR  (Lim  et  al., 
2008). 
Les éphrines de type B possèdent un domaine cytoplasmique mais il est dépourvu d’activité 
catalytique.  Elles propagent donc  leur  activité  intracellulaire en  servant de plateforme de 
recrutement pour  leurs  relais moléculaires  (figure 22).  Il existe en outre une  signalisation 
reverse dépendante de  la phosphorylation des éphrines mais également une  signalisation 
indépendante de cette phosphorylation. 
L’interaction  des  éphrinesBs  avec  un  récepteur  adéquat  permet  le  recrutement  et 
l’activation de  la kinase Src et de  la phosphatase PTP‐BL (Palmer et al., 2002). La kinase Src 
phosphoryle alors des résidus conservés du domaine intracellulaire des éphrinesBs (Bruckner 
et al., 1997) et permet le recrutement de protéines possédant un domaine SH2/SH3 comme 
la protéine adaptatrice Grb4 (Bong et al., 2004; Cowan and Henkemeyer, 2001; Segura et al., 
2007)  et  la  protéine  signal  STAT3  (Bong  et  al.,  2007).  Le  recrutement  de  la  protéine 
phosphatase PTB‐BL se fait via le domaine de fixation des protéines à PDZ des éphrineBs en 
partie c‐terminale et permet  la mise en place d’une boucle de rétro‐action sur  le niveau de 
phosphorylation des éphrinesBs (Freiss et al., 2004; Palmer et al., 2002). La phosphorylation 
des domaines  intracellulaires des éphrinesBs est également possible par  l’interaction avec 
des récepteurs de facteurs de croissance comme VEGFR (Adams et al., 1999), FGFR (Lee et 
al., 2009), PDGFR (Bruckner et al., 1997), EGFR (Thelemann et al., 2005) et Tie2 (Pfaff et al., 
2006). 
Indépendamment de la phosphorylation, plusieurs interactions moléculaires ont été décrites 
en  aval  de  la  signalisation  éphrineB, majoritairement  avec  éphrineB1.  C’est  le  cas  de  la 
protéine Claudine (Tanaka et al., 2005), composant majeur des jonctions serrées. C’est aussi 
le  cas du marqueur de polarité PAR6  (Lee et  al., 2008) et de  la Connexine43,  composant 
majeur des  jonctions communicantes  intercellulaire  (Davy et al., 2006). C’est également  le 
cas  du  répresseur  transcriptionnel  ZHX2,  responsable  du  maintien  de  l’état  souche  des 
cellules  progénitrices  dans  le  cortex  cérébral murin  (Wu  et  al.,  2009).  Enfin,  les  éphrines 
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peuvent aussi réguler l’activité des petites GTPases comme dans le cas d’éphrineB1 qui fixe 
la  forme GTP  de ARF1  (Tanaka  et  al.,  2007),  régule ARF6  (Arvanitis  et  al.,  2013)  et GiT‐1 
(Segura et al., 2007). 
 
2.4.3 Extinction de la signalisation 
 
L’interaction entre les ligands éphrines et leurs récepteurs Eph est une interaction de haute 
affinité  qui  lorsqu’elle  persiste maintient  la  signalisation  bidirectionnelle  active.  Aussi,  il 
existe  des mécanismes  qui  permettent  de mettre  un  terme  à  cette  interaction  et  ainsi 
inactiver la signalisation intracellulaire. 
Les  parties  extracellulaires  des  ligands  et  récepteurs  peuvent  tout  simplement  être  clivés 
engendrant  la  dissociation  des  complexes.  Pour  les  éphrines,  des  protéases  comme  les 
ADAM  (A Disintegrin And Metalloprotéinase), ont été  identifiées comme capable de cliver 
les ligands de types A et B, à la fois en cis‐interaction, lorsque les protéases sont exprimées 
dans  la  cellule  présentatrice  du  ligand, mais  également  en  trans  interaction,  lorsque  les 
métalloprotéases sont exprimées par  la cellule opposée (Janes et al., 2005). D’une manière 
générale  les  métalloprotéases  de  type  ADAM  sont  constitutivement  associées  aux 
récepteurs  Ephs  dans  leur  forme  inactive.  La  formation  du  complexe  ligand‐récepteur 
permet  la  reconnaissance  d’un  site  de  clivage  présent  sur  le  domaine  extracellulaire  des 
éphrines et reconnu par les protéases de type ADAM (Janes et al., 2005; Janes et al., 2009). 
Ceci  a  été  décrit  par  exemple  pour  les  couples  ADAM10/EphA2  (Janes  et  al.,  2009), 
ADAM9/EphA4 (Yumoto et al., 2008), et ADAM10/EphBs (Solanas et al., 2011). Les domaines 
intracellulaires  sont  ensuite  digérés  par  des  γ‐sécrétases  aboutissant  à  la  formation  de 
fragments  intracellulaires. Par exemple,  il a été montré dans  le cas d’une  interaction EphB‐
éphrineB2  que  le  domaine  intracellulaire  d’éphrineB2  peut  être  digéré  par  la  γ‐sécrétase 
presenilin1 pour produire un fragment peptidique. Ce fragment peptidique est alors capable 
de  réguler  l’activation de Src en aval d’éphrineB2 et ainsi moduler  la  signalisation  reverse 
intracellulaire (Georgakopoulos et al., 2011). Le domaine extracellulaire des récepteurs Ephs 
peut également être  clivé par  ces mêmes métalloprotéases, puis par des  γ‐sécrétases. En 
effet  les  éphrines  sont  aussi  associées  à  des  protéases  comme  par  exemple  les  couples 
ADAM12/EphrinA1 (Ieguchi et al., 2014) et MMP8/éphrineB1 (Tanaka et al., 2007). 
Le  désengagement  du  contact  cellulaire  via  Eph‐éphrine  peut  aussi  être  réalisé  par 
endocytose.  L’interaction  entre  des  cellules  EphBs  positives  et  des  cellules  éphrineBs 
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positives induit la formation de vésicules qui renferment le complexe intègre (Marston et al., 
2003;  Pitulescu  and  Adams,  2010;  Zimmer  et  al.,  2003).  La  formation  du  complexe 
éphrineB1‐EphB1 induit sa propre endocytose par formation de vésicules à clathrine (Parker 
et  al.,  2004).Ceci  permettrait  la  clairance  du  complexe  au  niveau  du  contact  des  cellules 
voisines et  l’extinction de  la signalisation bidirectionnelle par adressage vers  les  lysosomes 
dans  un  mécanisme  autophagique  (Chukkapalli  et  al.,  2014;  Kandouz  et  al.,  2010). 
Cependant  une  équipe  a  récemment  montrée  qu’au  cours  de  cette  endocytose,  la 
signalisation  Eph‐éphrine  restait  toujours  active  tant  que  le  complexe  n’était  pas 
intégralement dégradé par les lysosomes (Boissier et al., 2013). L’endocytose des complexes 
ligands‐récepteurs  apparait  donc  comme  un  mécanisme  d’extinction  de  la  signalisation 
moins efficace que l’action des métalloprotéases. 
Enfin,  il  existe  une  extinction  possible  de  la  signalisation  Eph‐éphrine  par  l’activité  de 
phosphatases  qui  déphosphorylent  les  domaines  intracellulaires  des  ligands  et  des 
récepteurs. C’est  le cas de  la phosphatase PTP‐BL pour  les éphrinesBs  (Freiss et al., 2004; 
Palmer et al., 2002). C’est aussi le cas des phosphatases PTpro et PTP1B capables d’éteindre 
l’activité des récepteurs A et B (Nievergall et al., 2010; Shintani et al., 2006). 
 
2.5 Rôles biologiques de la signalisation Eph/éphrine 
 
La  première  hypothèse  fonctionnelle  pour  la  signalisation  Eph‐éphrine  était  de  servir  de 
molécules  attractantes  ou  répulsives  au  cours  de  la  croissance  axonale  (Tessier‐Lavigne, 
1995). D’ailleurs la modulation des propriétés d’adhésion et de migration est toujours le rôle 
principalement attribué aux Eph‐éphrines. L’implication de cette signalisation a été élargie à 
une multitude de  fonctions biologiques à  la  fois dans  l’embryon et  chez  l’adulte, dans un 
contexte physiologique et pathologique. J’ai choisi d’en présenter quelques uns ci‐après : 
 
2.5.1 Au cours du développement embryonnaire 
 
2.5.1.1 morphogénèse tissulaire 
Au cours de la morphogénèse tissulaire, les cellules de l’organisme se multiplient et doivent 
simultanément  se positionner dans  leur environnement,  se  regrouper en  fonction de  leur 
identité,  garder  le  contact  avec  certaines  cellules,  rompre  le  contact  avec  d’autres,  se 
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déplacer et migrer vers leur territoire de destination. L’expression complémentaire sur deux 
cellules  voisines  des  ligands  et  des  récepteurs  s’avère  suffisante  pour  organiser  de  tels 
bouleversements au sein de  l’embryon (pour une revue récente voir (Batlle and Wilkinson, 
2012). Cette expression complémentaire des Ephs et éphrines est largement répandue dans 
de  nombreux  tissus  au  cours  du  développement.  Par  exemple  dans  le  poisson  zèbre, 
l’expression complémentaire du  ligand éphrineB2 et du récepteur EphA4, est nécessaire et 
suffisante  pour  permettre  la  migration  des  cellules  les  unes  par  rapport  aux  autres  et 
organiser  leur  regroupement  en  territoire  de  cellules  partageant  la  même  identité,  les 
rhombomères  (Cooke  et  al.,  2005;  Kemp  et  al.,  2009).  Chez  la  souris,  l’expression 
différentielle  des  Ephs  et  des  éphrines  régule  directement  la migration  des  cellules  des 
crêtes  neurales  vis‐à‐vis  de  ces  rhombomères.  Ainsi  des  délétions  d’éphrineB1  ou  des 
mutations dans son domaine PDZ induisent des défauts de migration des cellules des crêtes 
neurales et des altérations de la formation du squelette osseux (Davy et al., 2004). Un même 
ligand  peut  alternativement  interagir  avec  des  récepteurs  différents  pour  définir  des 
territoires  et  des  frontières.  Ainsi  l’interaction  d’éphrineB1  avec  les  récepteurs  EphB2  et 
EphB3  organise  la  migration  et  le  maintien  des  cellules  épithéliales  dans  les  cryptes 
intestinales (Batlle et al., 2002). Ces concepts de migration et tri cellulaire ont largement été 
reproduits in vitro et de nombreuses cascades moléculaires sous jacentes ont été identifiées, 
impliquant des modifications du  cytosquelette d’actine, des  réorganisations de  la matrice 
extracellulaire  et  des  changements  de  morphologies  cellulaires  (Jorgensen  et  al.,  2009; 
Mellitzer et al., 1999; Nievergall et al., 2010; Poliakov et al., 2008). 
 
2.5.1.2 Guidage axonal 
Lors de la mise en place du système nerveux central et du système nerveux périphérique, les 
corps  cellulaires  des  neurones  sont  parfois  distants  des  cellules  cibles  avec  lesquelles  ils 
doivent établir une jonction synaptique. De plus pour établir ces jonctions les axones doivent 
parfois  naviguer  à  travers  des  territoires  variés  exprimant  des molécules multiples  à  des 
concentrations  inégales.  Le  guidage  axonal  consiste  à  guider  le  cône  de  croissance  de 
l’axone,  depuis  son  émergence  à  partir  du  corps  cellulaire  du  neurone  jusqu’à  sa  cellule 
cible.  Parmi  les  nombreuses  familles  de molécules  impliquées  dans  le  guidage  axonal,  la 
famille des Eph‐éphrine joue un rôle majeur (figure 23). Principalement, la signalisation Eph‐
éphrine régule la dynamique du cytosquelette d’actine au niveau de ce cône de croissance, 
induisant sa motilité, sa rétraction ou son étalement (Luxey et al., 2013). Cette régulation est 
 47
Figure 23
 
:  Eph:éphrine
 
dans le guidage axonal
a‐
 
Défaut 
 
de 
 
projection 
 
des 
 
neurones 
 
moteurs 
 
dans 
 
un 
 
embryon 
 
de 
 
souris 
 
déficient 
 
pour 
 
éphrine‐b1 
 
à
 
12,5 
 
jours 
 
de 
 
développement. panneau de gauche : embryon contrôle. Panneau de droite ; embryon déficient pour éphrine‐b1. La pointe de 
 
flèche indique les axones de neurones moteurs qui projettent de manière ectopique.
b‐
 
Neurones moteurs issus d’embryons de souris sauvages et déposés sur un support présentant un ligand inerte (panneau du 
 
haut) ou le ligand éphrine‐b1‐fc
 
(panneau du bas). Le ligand éphrine‐b1‐fc
 
induit la rétraction du cône de croissance.
D’après Luxey M. et al., 2013, Dev
 
Biol.
a
b
Introduction 
 
essentiellement  relayée  au  niveau moléculaire  par  l’activité  des  petites  GTPases  comme 
RhoA,  Rac  (Wahl  et  al.,  2000), α‐chimaerin  (Kao  et  al.,  2015; Wegmeyer  et  al.,  2007)  et 
CDC42 (Sahin et al., 2005), (pour une revue sur le rôle d’Eph‐éphrine dans le guidage axonal 
voir (Xu and Henkemeyer, 2012)). 
 
2.5.1.3 Vasculogénèse et angiogénèse 
De façon similaire aux cônes de croissance durant le guidage axonal, les cellules « tips » qui 
assurent  la cartographie de  la mise en place de  la vascularisation, utilisent  la  signalisation 
Eph‐éphrine et sont soumises à des phénomènes d’attraction‐répulsion (Adams et al., 1999). 
Deux couples ont été largement étudiés et impliqués dans l’angiogénèse et la vasculogénèse 
à  savoir  éphrinB2‐EphB4  (Krebs  et  al.,  2010)  et  éphrineB2‐EphB2  (Diehl  et  al.,  2005). 
D’ailleurs,  la  souris  déficiente  pour  éphrineB2  meurt  aux  alentours  de  10  jours  de 
développement  in  utero,  période  de  mise  en  place  de  la  vascularisation  de  l’embryon, 
obligeant les scientifiques à utiliser des approches d’invalidation conditionnelle pour étudier 
les  pertes  de  fonction  pour  des  stades  plus  tardifs  (Davy  and  Soriano,  2007; Gerety  and 
Anderson, 2002; Luxey et al., 2011). 
 
2.5.1.4 Neurogénèse embryonnaire 
La  neurogénèse  embryonnaire  est  le  processus  par  lequel  est  réalisée  l’alternance  entre 
division  cellulaire  et  différentiation  cellulaire  des  progéniteurs  neuraux  en  neurones  de 
différents  types.  Il a été décrit qu’éphrineB1 est  fortement exprimé dans ces progéniteurs 
neuraux mais s’éteint lors de la différentiation en neurones (Stuckmann et al., 2001). De plus 
une  extinction  forcée  d’éphrinB1  in  vivo  induit  la  différentiation  précoce  des  cellules 
progénitrices  en neurones  (Arvanitis  et  al.,  2013; Qiu et  al.,  2008). Parmi  les  récepteurs ‐ 
EphA3, EphA4, EphA7, EphB1 et EphB2 sont exprimés, EphA4 étant de loin le membre le plus 
fortement exprimé (Aoki et al., 2004; North et al., 2009). Des souris déficientes pour EphA4 
et  EphA7  présentent  des  défauts  corticaux  (Depaepe  et  al.,  2005; North  et  al.,  2009).  La 
différentiation précoce et une dérégulation de  l’apoptose  sont  les principales hypothèses 
avancées pour expliquer ces défauts. L’étude  in vivo de  la signalisation Eph‐éphrine dans  la 
neurogénèse  embryonnaire  se  révèle  techniquement  délicate  et  complexe  du  fait  de  la 
multiplicité  des  membres  exprimés  et  qui  pourraient  présenter  des  redondances  de 
fonction.  Ainsi  il  est  par  exemple  nécessaire  de  cumuler  la  déficience  simultanée  des  3 
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éphrines B1, B2 et B3 pour voir apparaitre un phénotype de défaut de migration neuronale 
dans le cortex embryonnaire chez la souris (Senturk et al., 2011). L’expression des ligands et 
récepteurs durant la neurogénèse embryonnaire est pour partie listée dans la figure 24. 
 
2.5.2 Dans l’organisme adulte 
 
2.5.2.1 Dynamique des cellules souches 
Il existe au sein de  l’organisme des régions que  l’on appelle des niches, au sein desquelles 
sont séquestrées des cellules souches. Ce regroupement de cellules souches peut alors être 
mobilisé  par  l’organisme  pour  assurer  le  maintien  de  l’homéostasie  tissulaire  ou  la 
régénération  du  tissu.  Durant  ces  dix  dernières  années,  les  Eph‐éphrines  sont  apparus 
comme des candidats potentiels dans la régulation de la balance entre maintien des cellules 
souches quiescentes et activation de leur prolifération‐différentiation. Par exemple dans les 
cryptes  intestinales,  les  récepteurs  EphB2  et  EphB3  ainsi  que  le  ligand  éphrineB1,  déjà 
impliqués  durant  l’embryogénèse,  sont  également  nécessaires  au  maintien  des  cellules 
souches dans  la niche par  formation de gradients d’expression  (Holmberg et al., 2006). Un 
rôle  de  la  signalisation  Eph‐éphrine  a  également  été  proposé  au  sein  de  la  niche 
hématopoïétique,  les  cellules  souches hématopoïétiques exprimant éphrineA3, éphrineA4, 
EphA1, EphA2, EphB2 et EphB4 (Lazarova et al., 2006). EphrineB2 est lui exprimé de manière 
complémentaire par les cellules stromales de la moëlle osseuse (Suenobu et al., 2002). Ainsi 
il a été montré que  le couple éphrineB2‐EphB4 régule  le détachement des cellules souches 
de  la  niche  et  leur  différentiation. De manière  similaire,  les  couples  éphrineA2‐EphA2  et 
éphrineB2‐EphB4  régule  la  dynamique  des  ostéoblastes,  cellules  souches  à  l’origine  des 
tissus osseux (Irie et al., 2009; Zhao et al., 2006a). 
 
2.5.2.2 Neurogénèse adulte 
Dans  la neurogénèse  adulte,  il existe une niche  appelée  zone  sous  ventriculaire  (SVZ) qui 
héberge des  cellules  souches  capables de  générer de nouveaux neurones.  Les  cellules de 
cette  niche  expriment  les  ligands  éphrineB1  à B3  ainsi  que  les  récepteurs  EphB1  à B4  et 
EphA4   (figure 24) (Conover et al., 2000; Khodosevich et al., 2011). Un contrôle direct de  la 
signalisation Eph‐éphrine sur  la prolifération des cellules souches neurales a été démontré 
 49
Figure 25
 
:  Eph‐éphrine
 
dans la neurogénèse adulte
Modèle du contrôle de la quiescence des cellules souches neurales dans la niche sous ventriculaire. 
 
L’éloignement 
 
des 
 
cellules 
 
progénitrices
 
vis‐à‐vis 
 
des 
 
cellules 
 
endothéliales 
 
permet 
 
l’extinction 
 
de 
 
la 
 
voie 
 
Eph‐éphrine
 
et 
 
la 
 
levée 
 
d’inhibition 
 
de 
 
la 
 
prolifération et de la différentiation. Adapté
 
d’après Ottone
 
C. et al., NCB, 2014.
Cellule quiescente
Cellule progénitrice
cellule endothéliale
facteurs solubles
progéniteur
cellule endothéliale
prolifération
 
↑
différentiation
 
↑
cellule quiescente
prolifération
 
↓
différentiation
 
↓
facteurs solubles
Introduction 
 
par l’utilisation de ligand soluble in vitro (Katakowski et al., 2005). La souris adulte déficiente 
pour  EphB1  et  EphB2  présente  des  défauts  corticaux  et  notamment  une  réduction  du 
nombre de neurones du gyrus denté (Chumley et al., 2007). De plus, il a été démontré que le 
ligand  éphrineB2  exprimé  par  les  astrocytes  dans  l’environnement  immédiat  de  cellules 
souches  de  la  SVZ,  active  le  récepteur  EphB4  et  induit  la  différentiation  de  ces  cellules 
souches en neurones (Ashton et al., 2012). Comme pour d’autres fonctions biologiques des 
Eph‐éphrines, certaines études proposent des rôles opposés pour cette signalisation dans la 
neurogénèse  adulte  (Jiao  et  al.,  2008).  Enfin  il  a  dernièrement  été  décrit  un  rôle  de 
l’expression d’éphrineB2 par  les cellules endothéliales  irriguant  la niche capable de réguler 
par  contact  direct  l’état  de  quiescence  des  cellules  souches  qui  la  composent  (figure  25) 
(Ottone  et  al.,  2014).  Les  différentes  réponses  cellulaires  semblent  également  très 
dépendantes du contexte environnemental et  impliquent  l’activation de voies distinctes en 
aval de cette signalisation comme par exemple  l’inhibition ou  l’activation de  la voie MAPK 
(Jiao et al., 2008; Nomura et al., 2010). Pour une revue récente sur le rôle des Eph‐éphrines 
dans la neurogénèse voir (Laussu et al., 2014). 
 
2.5.2.3 Fonctionnement synaptique 
Les  récepteurs  de  type  Bs  et  leurs  ligands  ont  été  impliqués  dans  le  fonctionnement 
synaptique et les capacités cognitives qui en découlent (Henkemeyer et al., 2003). Des souris 
déficientes pour éphrineB1 présentent des capacités d’apprentissage  réduites  (Arvanitis et 
al., 2014), tout comme des souris déficientes pour éphrineB2 et éphrineB3 (Bouzioukh et al., 
2007; Rodenas‐Ruano et al., 2006). De plus, chez l’homme, certains individus présentant des 
mutations sur  le gène éphrineB1 ont également des retards mentaux associés  (Wieland et 
al.,  2004).  Des  approches  in  vitro  ont  démontrées  que  l’expression  des  éphrines  pouvait 
réguler la morphologie des synapses et leur maturation (Ethell and Ethell, 2007; McClelland 
et al., 2009). Cette altération de morphologie des synapses a d’ailleurs été confirmé  in vivo 
dans  une  publication  de  l’équipe  (Arvanitis  et  al.,  2014).  Les  souris  déficientes  pour  la 
protéine éphrineB1 ne présentent pas,  à  l’âge  adulte, de défaut du nombre de neurones 
corticaux mais  présentent  des  déficits  de  branchements  de  ces  neurones,  un  déficit  du 
nombre de dendrites et une sur‐représentation dans la proportion de dendrites immatures, 
génralement considérées comme peu‐fonctionnelles. Le  récepteur EphA7 a également été 
décrit comme contrôlant la taille et la forme des dendrites tout comme la fonctionnalité de 
la  synapse  (Clifford  et  al.,  2014). Cependant  l’activité  kinase des  récepteurs ne  serait pas 
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nécessaire dans  le fonctionnement synaptique (Soskis et al., 2012). Pour une revue récente 
sur le rôle des Eph‐éphrines au niveau des synapses voir ((Hruska and Dalva, 2012)). 
 
2.5.2.4 Dans la tumorigénèse et l’agressivité des cancers 
 
De très nombreuses études ont établies un  lien entre  les niveaux d’expression des Ephs et 
des  éphrines  et  l’apparition  ou  la  progression  des  cancers.  En  effet  l’expression  des 
récepteurs Ephs est  généralement diminuée dans  les  tissus  adultes  comparativement  aux 
tissus  embryonnaires  (Lickliter  et  al.,  1996)  et  il  semble  que  la  re‐émergence  de  cette 
expression dans les cancers soit un marqueur de mauvais pronostic. 
Les  récepteurs  EphA1,  A2  et  B4  tout  comme  les  ligands  éphrine‐A1,  A5  et  B1  sont 
surexprimés dans  les cancers des ovaires (Herath et al., 2006). Dans  les tumeurs solides du 
pancréas  ce  sont  tous  les  récepteurs  EphAs,  à  l’exception  d’EphA8  et  A10  qui  sont 
surexprimés (Giaginis et al., 2010). Dans les cancers du colon, la situation est plus complexe 
vis‐à‐vis de  l’expression des  récepteurs Ephs. Ainsi EphA2 et A4 sont sur‐exprimés, EphA1, 
A6, A7 et A8 sont sous‐exprimés et EphB1, B2, B3 et B4 sont tantôt sous‐exprimés, dans  le 
cas des adénomes notamment, tantôt sur‐exprimés dans le cas des carcinomes (Batlle et al., 
2005; Liu et al., 2002b). Cette dichotomie d’expression existe également dans les cancers du 
sein, des poumons et des glioblastomes en  fonction des stades  tumoraux  (pour une revue 
exhaustive et l’expression des éphrines dans le cancer voir (Brantley‐Sieders, 2012)). 
Les récepteurs Ephs peuvent donc être considérés alternativement comme des promoteurs 
de tumeurs ou des suppresseurs de tumeurs, en fonction du contexte environnemental. Par 
exemple ,  au  sein  de  l’épithélium  intestinal,  le  récepteur  EphB2  peut  promouvoir  la 
prolifération  cellulaire  via  Abl‐CyclinD1 mais  également  inhiber  la motilité  cellulaire  et  la 
diffusion  des métastases  via  Pi3kinase  (Genander  et  al.,  2009).  De  plus,  la  variation  de 
l’expression  des  récepteurs membranaires  a  également  une  incidence  sur  la  signalisation 
reverse,  en  aval  du  ligand,  ce  qui  ajoute  encore  à  la  complexité  du  rôle  de  la  voie  Eph‐
éphrine dans  les cancers. D’une manière générale  les récepteurs Ephs sont  impliqués dans 
l’agressivité des cancers en  facilitant  la vascularisation des tumeurs  (pour une revue sur  le 
rôle  des  éphrines  dans  la  vascularisation  des  tumeurs  voir  (Hess  et  al.,  2007))  et  en 
accélérant  la  diffusion  des  métastases  (pour  une  revue  sur  le  rôle  des  éphrines  dans 
l’invasion  des  cellules  tumorales  voir  (Kandouz,  2012)).  La  vascularisation  de  la  tumeur 
permet non seulement d’apporter  les nutriments et  l’oxygène nécessaires à  la prolifération 
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cellulaire mais  elle  permet  également  de  créer  un  réseau  de  diffusion  pour  les  cellules 
métastatiques.  Le  couple  éphrineB2‐EphB4  est  largement  impliqué  dans  cette 
néovascularisation tumorale qui semble dépendante de la signalisation reverse induite par la 
fixation  du  récepteur  (Martiny‐Baron  et  al.,  2004).  Ainsi  la  transplantation  de  cellules  de 
gliomes dans des cerveaux de souris déficientes pour éphrine‐B2, aboutit à  la formation de 
tumeurs  faiblement  vascularisées et plus petites  comparativement  aux  tumeurs obtenues 
dans  les  souris  sauvages  (Sawamiphak  et  al.,  2010).  La  diffusion  des  métastases  est 
également  facilitée par  la dérégulation directe des mécanismes d’adhésion  et de motilité 
cellulaire. Par exemple, le récepteur EphA2 activé forme un complexe avec la kinase Src qui 
phosphoryle  la  kinase  FAK  responsable  du  maintien  de  l’adhésion.  Ceci  aboutit  à  une 
modification  des  propriétés  contractiles  de  la  cellule  via  l’actine  et  la  myosine,  un 
arrondissement des  cellules et des capacités migratoires accrues  facilitant  la diffusion des 
cellules  tumorales  dans  l’organisme  (Parri  et  al.,  2007).  La  phosphorylation  du  récepteur 
EphB2  régule  également  la  migration  et  les  propriétés  invasives  des  cellules  dans  les 
tumeurs  du  cerveau,  en  partie  via  l’activation  de  FAK  mais  aussi  via  la  régulation  de 
l’intégrine  (Nakada  et  al.,  2004; Wang  et  al.,  2012).  A  l’inverse,  l’activation  du  récepteur 
EphB1  dans  ces mêmes  types  de  tumeurs  inhibe  les  propriétés  invasives  des  cellules  et 
corrèle avec un meilleur pronostic pour  les patients  (Teng et al., 2013). C’est également  le 
cas pour le récepteur EphA8. Lorsque son expression est inhibée, par des microARNs ou des 
siRNA,  les  propriétés  migratoires  et  invasives  des  cellules  sont  augmentées  dans  les 
glioblastomes et diverses lignées de gliomes (Yan et al., 2015). Le récepteur EphA8, en tant 
que  suppresseur  de  tumeur,  serait  d’ailleurs  capable  de  prévenir  la  transition  épithélio‐
mésenchymateuse qui contribue à  l’apparition des cellules cancéreuses de gliomes dans  le 
cerveau  (Yan  et  al.,  2015).  Clairement  il  apparait  qu’une  des  fonctions  principales  de  la 
signalisation Eph‐éphrine dans  les cancers et surtout  l’agressivité des glioblastomes est de 
réguler  les  propriétés  invasives  et  migratoires  des  cellules.  Dernièrement  un  rôle  de  la 
signalisation  Eph‐éphrine  a  également  été  décrit  dans  la  dédifférenciation  des  cellules 
tumorales  faisant  de  cette  voie  de  signalisation  non  plus  un  relais  dans  les  processus 
cancéreux mais une source d’initiation tumorale. C’est le cas des récepteurs EphA2 et EphA3 
capables d’induire la formation de glioblastomes (Binda et al., 2012; Day et al., 2013; Miao et 
al.,  2014).  C’est  aussi  vrai  pour  le  récepteur  EphB2  qui  facilite  la  formation  de  sphères 
tumorales  in  vitro  et  présente  des  propriétés  tumorigènes  in  vivo  (Gao  et  al.,  2014).  Ce 
même  récepteur  est  également  repsonsable  de  la  capacité  des  cellules  souches  neurales 
issus  d’un modèle murin  pour  le  cancer  de  l’épendyme  (tumeurs  primaires  du  système 
nerveux  central)  à  générer  des  tumeurs  (Chen  et  al.,  2015).  Les  auteurs  ont  décrit  que 
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l’activation  et  la  signalisation  kinase  du  récepteur  EphB2  induit  la  formation  de  sphères 
tumorales  à  partir  de  cellules  souches  neurales  en  culture. De  plus,  ces  cellules  souches 
neurales  surexprimant  le  récepteur  EphB2  ou  le  récepteur  EphB2  dépourvu  de  domaine 
SAM/liaison  PDZ  sont  capables  d’induire  des  tumeurs  in  vivo  dans  100%  des  xénogreffes 
intracraniennes.  Les mêmes  cellules  surexprimant  un  récepteur  dépourvu  de  domaine  de 
liaison  aux  ligands  ou  de  domaine  d’activité  kinase  ne  sont  pas  capables  d’induire  ces 
tumeurs dans le même contexte (Chen et al., 2015). 
 
Aussi,  la  voie  Eph‐éphrine  est  aujourd’hui  devenue  à  la  fois  un marqueur  biologique  de 
pronostic et une cible  thérapeutique dans  la  lutte contre  le cancer. La phosphorylation du 
récepteur EphA2  sur un  résidu  sérine  spécifique est utilisée comme biomarqueur dans  les 
glioblastomes et des approches d’immunothérapie visant ce récepteur ont déjà été tentées 
chez la souris (Chow et al., 2013; Miao et al., 2015). 
Le  récepteur  EphB2  à  également  récemment  attiré  l’attention  pour  des  stratégies 
thérapeutiques dans les glioblastomes. Des approches d’extinction par ARN interférence ont 
démontrées qu’il était possible de  limiter  l’agressivité de ces  tumeurs  (Wang et al., 2012). 
Cependant, les mêmes auteurs décrivent qu’EphB2  limite les capacités prolifératives de ces 
cellules  tumorales et qu’une extinction du  récepteur  facilite  leur multiplication,  invitant  à 
prendre  des  précautions  quant  à  une  utilisation  de  cette  approche  dans  le  domaine 
thérapeutique  (Wang  et  al.,  2012).  Ce  dernier  exemple  démontre  toute  la  difficulté  des 
stratégies  à  élaborer  lorsque  l’on  cible  directement  les  Eph‐éphrines  dans  la  lutte  anti‐
tumorale.  La  compréhension  des  cascades moléculaires  en  aval  de  ces  signalisations  qui 
semblent orchestrer  la dichotomie des effets biologiques potentiels, est donc une urgence. 
Pour  une  revue  récente  sur  les  cibles  thérapeutiques  des  récepteurs  Ephs  dans  les 
glioblastomes voir (Day et al., 2014). 
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3. Une notion récente : l’environnement influence la division cellulaire 
 
Au sein d’un tissu  la cellule doit pouvoir se diviser dans un environnement où elle subit de 
multiples  contraintes. Dans un  épithélium  ces  contraintes  sont plus  aigues  encore  car  les 
cellules  sont  en  contacts  étroits  au  sein  d’un  tissu  polarisé. Cet  attachement  aux  cellules 
voisines doit être assoupli pour permettre  les remodelages architecturaux durant  la mitose 
sans que le contact ne soit totalement rompu pour préserver l’architecture du tissu. De plus, 
la cellule doit pouvoir conserver sa polarité durant sa division et maintenir la fonctionnalité 
tissulaire. 
L’hypothèse de signaux coordonnant  la division des cellules au sein d’un  tissu est apparue 
avec la découverte de l’inhibition de contact par Abercrombie (Abercrombie, 1967). Au sein 
d’un épithélium ou d’une boite de pétri,  les cellules normales cessent de se diviser  lorsque 
elles sont en contact étroits. A contrario si l’on rompt ces contacts cellulaires par dilution de 
la concentration des cellules,  leur division est  stimulée  (Carter, 1968). Des plaques denses 
aux électrons au niveau des points de contacts des cellules  laissent supposer  l’existence de 
complexes moléculaires qui agiraient comme des verrous. Ces complexes moléculaires ont 
depuis été largement étudiés et l’on connait notamment le rôle primordial de la E‐cadherin, 
des  jonctions  adhérentes,  et  de  la  voie  Hippo‐YAP/TAZ,  dans  l’inhibition  de  la  division 
cellulaire (Eisenhoffer and Rosenblatt, 2013). Des zones d’incompréhension existent encore 
largement sur  les  relais de ces contacts cellulaires  leur permettant de contrôler  la division 
des  cellules.  L’émergence  du  rôle  des  forces  de  tension  et  de  l’interaction  avec  le 
cytosquelette  semble  aujourd’hui  une  voie  intéressante  (Puliafito  et  al.,  2012).  En  sus,  la 
notion d’environnement semble également un élément clé dans  la régulation de  la division 
cellulaire.  Ainsi  il  est  remarquable  que  les  cellules mitotiques  soient  souvent  regroupées 
entre elles dans des zones délimitées au sein d’un tissu, particulièrement chez  l’adulte. Ces 
zones  qui  hébergent  ces  cellules  souches  sont  appelées  « niches ».  L’expression  de 
molécules particulières au sein de ces niches permettrait aux cellules en division de rester 
séquestrées  dans  cet  environnement  favorable mais  également  d’orienter  leur mode  de 
division (Marthiens et al., 2010). 
 
3.1 Implication des jonctions cellulaires 
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Figure 26
 
:  Les jonctions cellulaires
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La  structure  et  la  fonction  d’un  épithélium  sont  étroitement  liées  à  la  polarisation  des 
cellules  qui  le  composent.  Cette  polarité  est  la  résultante  de  la  répartition  de  jonctions 
cellulaires  le  long  de  l’axe  apico‐basal  des  cellules  et  qui  définissent  en  conséquence  un 
enrichissement diversifié en domaines  lipidiques et protéiques  selon  ce même axe  (Cavey 
and  Lecuit,  2009).  Les  cellules  épithéliales  ont  la  particularité  de  pouvoir  se  diviser  en 
orientant leur fuseau mitotique par rapport à cet axe de polarité apico‐basale. Une division 
planaire,  parallèle  à  cet  axe,  engendrera  deux  cellules‐filles  avec  une  polarité  et  un 
positionnement dans  le tissu similaires à  la cellule‐mère alors qu’une division orthogonale, 
perpendiculaire à cet axe, génèrera deux cellules‐filles avec un positionnement tissulaire et 
une polarité  initialement différents de  la  cellule mère. C’est  cette dernière originalité qui 
permet  l’existence de division  asymétriques  au  sein des épithéliums  stratifiés ou pseudo‐
stratifiés. 
Il existe trois grands types de jonctions cellulaires (figure 26) : les jonctions serrées (TJs) ou « 
zonula  occludens  »  capables  de  limiter  la  perméabilité  de  l'épithélium,  les  jonctions 
adhérentes  (AJs)  ou  «  zonula  adherens  »,  qui  permettent  l'attachement mécanique  des 
cellules  entre  elles,  et  les  jonctions  communicantes  (GJs),  «macula  communicans»,  qui 
permettent la diffusion de signaux chimiques ou électriques entre les cellules. 
 
3.1.2 Les jonctions serrées 
 
Les  jonctions  serrées  sont  les  jonctions  les  plus  apicales  des  cellules  épithéliales  et 
responsables  de  l’étanchéité  membranaire.  Elles  sont  composées  de  trois  protéines 
transmembranaires ‐ occludine, claudine et JAM ‐  liées à des protéines  intracellulaires ZO‐1 
et ZO‐2 capables d’interagir avec le cytosquelette d’actine. Il existe très peu d’études sur le 
rôle et la dynamique des jonctions serrées au cours de la division cellulaire et il semble que 
la persistance de ces jonctions n’entrave pas le déroulement de la division cellulaire malgré 
les forts remodelages cellulaires. In vitro les composants des jonctions serrées sont présents 
à  l’interface des  cellules  tout  au  long du déroulement de  la mitose  (Jinguji  and  Ishikawa, 
1992; Kojima et al., 2001) et  les cellules de  l’épithélium  intestinal de souris effectuent  leur 
division alors que les jonctions serrées sont maintenues (Jinguji and Ishikawa, 1992). Dans un 
modèle d’hépatocytes murins en culture  les protéines occludine et claudine sont détectées 
dans  le midbody durant  la cytocinèse alors que  les protéines ZO‐1 et ZO‐2 en sont exclues. 
Ces dernières sont concentrées en périphérie du midbody ce qui laisse supposer un possible 
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Figure 27
 
:  Réorganisation des jonctions serrées durant la mitose et la cytocinèse
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découplage  des  interacteurs  au  sein  des  jonctions  serrées  en  fin  de  télophase  pour 
permettre  la  réalisation  de  la  cytocinèse  (Kojima  et  al.,  2001).  Les  protéines  ZO  sont 
également capables de séquestrer directement CyclineD1 au niveau des jonctions serrées et 
ainsi prévenir sa protéolyse, permettant aux cellules de progresser vers  la phase‐S du cycle 
cellulaire  (Capaldo et al., 2011). Enfin une étude  récente a démontré qu’un membre de  la 
famille des PKC  (PKCa) est  capable d’hyperphosphoryler durant  la mitose  la protéine  JAM 
(figure  27).  Cette  phosphorylation  régule  la  maturation  des  contacts  cellule‐cellule 
permettant  de  proposer  une  dynamique  supplémentaire  des  jonctions  serrées  durant  la 
division cellulaire (Iden et al., 2012). 
 
3.1.3 Les jonctions communicantes 
 
Les  jonctions  communicantes préférentiellement  situées en partie plus basale des cellules 
polarisées permettent la diffusion de molécules et de signaux électriques entre deux cellules 
voisines par constitution de canaux. Ces canaux sont composés de connexons, tétramères de 
protéines  transmembranaires,  les  connéxines.  Parmi  ces  protéines  la  connéxine  43  est  la 
plus  abondamment  présente  au  sein  des  jonctions  communicantes.  Il  a  été  décrit  que  la 
phosphorylation de la connéxine43 varie en fonction du cycle cellulaire (Solan et al., 2003) et 
que  l’activité de  la PKC, via  la phosphorylation de  la connéxine43, bloque  la progression en 
phase‐S (Kardami et al., 2003). Le nombre de jonctions communicantes est également réduit 
durant  les phases S et G2/M comparativement aux mêmes cellules en  interphase (Kardami 
et al., 2003; Stein et al., 1992). Récemment une étude a détaillé la dynamique des jonctions 
communicantes durant les phases du cycle cellulaire et notamment décrit une redistribution 
intracellulaire des connexons en mitose puis une réapparition de connéxine43 en télophase 
au  niveau  de  l’anneau  de  clivage  et  en  périphérie  du  midbody  (Boassa  et  al.,  2010). 
Cependant  le  rôle de  la  connexine43 dans  la division  cellulaire  semble  indépendant de  sa 
fonction dans  les  jonctions communicantes. En effet  la surexpression de connéxine43 dans 
des cellules HeLa  semble  suffisante pour altérer  la progression à  travers  le cycle cellulaire 
mais pas l’inhibition pharmacologique de la communication via les jonctions communicantes 
(Johnstone et al., 2010). 
 
3.1.4 Les jonctions adhérentes 
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Figure 28
 
:  Modèle de division planaire des cellules épithéliales et des réarrangements des jonctions adhérentes
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Récemment  le  rôle  des  jonctions  adhérentes  dans  la  division  cellulaire  a  été  décrit  dans 
plusieurs études sur  la division cellulaire  in vivo. La majorité d’entres elles ont été réalisées 
chez l’organisme modèle de Drosophile. 
Les  jonctions adhérentes assurent  la rigidité tissulaire faisant un  lien entre  le cytosquelette 
d’une cellule et celui de la cellule voisine. Des protéines transmembranaires, les cadhérines 
et notamment la E‐cadhérine, interagissent de part et d’autre des cellules adjacentes via leur 
domaine  extracellulaire.  Ces  molécules  de  cadhérines  sont  reliées  par  leur  domaine 
intracellulaire au cystosquelette d’actine et de microtubules via des molécules de caténine 
(alpha‐caténine, beta‐catnénine, p120caténine) (Meng and Takeichi, 2009). 
Plusieurs études ont décrit le maintien des jonctions adhérentes durant la division cellulaire 
ce  qui  parait  pourtant  être  une  contrainte  architecturale  forte  durant  un  processus  qui 
nécessite des changements de morphologie extrêmes (Founounou et al., 2013; Morais‐de‐Sa 
and Sunkel, 2013). Cette persistance de jonctions adhérentes est indispensable au maintien 
de la polarité cellulaire et tissulaire, indispensable à la cohésion et la fonctionnalité du tissu 
chez tous les organismes modèles (Krawchuk et al., 2015; Liu et al., 2014; Yang et al., 2015). 
Cette  contrainte  pour  la  cellule  en  tant  qu’individu  est  donc  exploitée  par  le  tissu,  à  son 
propre profit, pour le maintien de son intégrité et de sa fonctionnalité (figure 28a) (Herszterg 
et al., 2014; Ragkousi and Gibson, 2014). 
Ainsi, il a été décrit par imagerie en temps réel que la progression des cellules épithéliales de 
Drosophile à travers la division cellulaire s’accompagne d’une diminution de l’expression de 
E‐cadhérine au niveau du fuseau membranaire durant la cytocinèse (Founounou et al., 2013; 
Guillot  and  Lecuit,  2013;  Herszterg  et  al.,  2013; Morais‐de‐Sa  and  Sunkel,  2013).  Cette 
diminution  traduit  un  découplage  extrêmement  localisé  et  temporaire  des  jonctions 
adhérentes pour permettre  la  création d’une nouvelle  interface entre  les  cellules voisines 
(figure 28b). Dans l’embryon de Drosophile ce découplage aboutit à la formation d’un espace 
entre  les membranes des  cellules  filles  (Guillot and  Lecuit, 2013) alors que dans  la  région 
dorsale de la pupe de Drosophile l’anneau contractile de la cellule en division entraine avec 
lui la membrane plasmique de la cellule (Herszterg et al., 2013). Les molécules de Septines et 
d’Anilline joueraient un rôle dans ce découplage des jonctions adhèrentes comme l’indique 
les  retards  de  divisions  observés  dans  les  embryons  mutants  pour  Septine  (peanut)  et 
Anilline  (Founounou  et  al.,  2013;  Guillot  and  Lecuit,  2013).  Le  rôle  de  Septine  apparait 
cependant restreint aux divisions planaires,  les cellules déplétées en Septine et se divisant 
selon un axe orthogonal pouvant achever leur division (Founounou et al., 2013; Menon and 
Gaestel,  2015).  Chez  les  mammifères  la  déstabilisation  de  p120caténine  par  ARN 
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interférence dans des cellules humaines de cornée facilite la division cellulaire sans modifier 
l’expression à l’interface membranaire de N‐cadhèrine et ZO‐1, laissant également supposer 
l’existence  d’un  découplage  régulé  des  molécules  composant  les  jonctions  adhérentes, 
durant  la mitose  (Zhu et al., 2012). De plus, une équipe a  récemment démontrée que  les 
jonctions  adhérentes  assurent  le  positionnement  apical  du midbody  dans  un  épithélium 
stratifié  chez  la  Drosophile  confirmant  un  lien  entre  jonctions  adhérentes  et  cytocinèse 
(Morais‐de‐Sa and Sunkel, 2013). Ces auteurs ont décrit que le positionnement du midbody 
se  fait  indépendamment  du  positionnement  et  de  la  contraction  de  l’anneau  de  clivage, 
affaiblissant  l’hypothèse  d’un  contrôle  exclusivement  intrinsèque  de  la  cytocinèse.  En 
délocalisant artificiellement des  jonctions adhérentes  ils délocalisent  le positionnement du 
midbody  dans  les  cellules  du  follicule  et  induisent  des  invaginations  ectopiques  de 
l’épithélium (Morais‐de‐Sa and Sunkel, 2013).  Il existe donc clairement une dynamique des 
jonctions  adhèrentes  indispensable  durant  la  division  cellulaire  et  particulièrement  la 
cytocinèse qui permettrait à la cellule de se diviser en intégrant les contraintes tissulaires. 
 
3.2 Implication des interactions avec la matrice 
 
L’environnement cellulaire est également composé de molécules sécrétées par les cellules et 
qui constituent une matrice  interstitielle entre  les cellules adjacentes au sein d’un tissu ou 
une  membrane  basale  sur  laquelle  repose  les  épithéliums :  la  matrice  extracellulaire 
(ECM)(Frantz et al., 2010). Les composants de la matrice extracellulaire, protéoglycans, acide 
hyaluronique,  fibres de collagène, d’élastine,  fibronectine et  laminine sont tous en contact 
avec une famille de molécules de la membrane plasmique, les Intégrines. Les hétérodimères 
d’intégrine  au‐delà  de  leur  propriété  d’adhésion  et  d’interaction  avec  le  cytosquelette 
d’actine et de microtubules relaient l’information de la matrice extracellulaire, au travers de 
la membrane plasmique, à des effecteurs  intracellulaires. Parmi ces acteurs  intracellulaires 
l’on retrouve des tyrosines kinase cytoplasmiques comme FAK et Src, la kinase PI3kinase qui 
régule  l’activité des phosphatidylinositols membranaires et des membres de  la  famille des 
petites GTPases, notamment RhoA, Rac1, CDC42, Arf6 et Rab21. 
Un  lien entre  l’attachement de  la cellule et  la progression dans  la division  cellulaire a été 
décrit  depuis  le  début  des  années  80  (Ben‐Ze'ev  and  Raz,  1981;  Ishii,  1980; Winklbauer, 
1986).  Les  auteurs  ont  alors  observé  qu’un  défaut  d’attachement  des  cellules  induit 
l’apparition de cellules bi‐nuclées par défaut de cytocinèse. Une étude détaillée à  l’aide de 
fibroblastes primaires humains a confirmée que  les cellules progressent  jusqu’en anaphase 
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mais ne peuvent réaliser ni  l’invagination du fuseau ni  l’abscission si elles sont cultivées en 
suspension  (Thullberg  et  al.,  2007).  Un  lien  direct  entre  la  matrice  extracellulaire  et 
l’orientation  du  fuseau  mitotique  a  été  décrit  dans  des  cellules  HeLa  cultivées  sur  des 
supports  recouverts  de  fibronectine,  interacteur  des  intégrines  (Thery  et  al.,  2005).  En 
faisant  varier  la  forme  du  tapis  de  fibronectine,  les  auteurs  influencent  la  dynamique  de 
l’actine  membranaire  en  interphase  et  la  ségrégation  des  composants  corticaux.  Cette 
information est conservée par la cellule jusqu’en mitose, lorsque les contacts avec le support 
sont minimisés du fait de  l’arrondissement de  la cellule, et  influe sur  le positionnement de 
l’axe de division. Ce  rôle de  l’intégrine dans  le positionnement du  fuseau mitotique a été 
confirmé  in  vivo dans  l’épiderme de  souris  (Lechler  and  Fuchs,  2005) puis  chez C.elegans 
(Vogel et al., 2011). En outre, des mutations dans la partie cytoplasmique des intégrines et la 
délétion  de  l’intégrine  endogène  induit  des  défauts  de  cytocinèse  par  rupture  de 
l’interaction avec le cytosquelette de la cellule en division (Reverte et al., 2006). Les kinases 
ERK, RSK et ILK ont été identifiés comme des acteurs potentiels des défauts d’abscission en 
aval des  intégrines dans des cellules humaines tumorales (Mathew et al., 2014; Sikkema et 
al.,  2014).  Ainsi,  dans  des  cellules  CHO,  la mutation  du  domaine  intracytoplasmique  de 
l’intégrine‐beta1  et  l’utilisation  d’inhibiteurs  pharmacologiques  induit  des  défauts  de 
cytocinèse  et  des  cellules  bi‐nuclées.  Ces  défauts  peuvent  être  sauvés  par  l’utilisation  de 
formes  contitutivement  actives  de  ERK  ou  RSK  (Mathew  et  al.,  2014).  Chez  la  souris,  la 
dérégulation  des  intégrines  de  cellules  non‐transformées  est  suffisante  pour  induire  un 
processus  de  tumorigénèse  par  xénogreffes  avec  une  sur‐représentation  de  cellules 
aneuploïdes au sein de la tumeur néo formée (Hognas et al., 2012). 
 
3.3 Implication des forces de contact 
 
Le  contrôle de  la division  cellulaire par  l’environnement peut également  s’exercer par  les 
forces de tensions que subit la cellule au sein de l’épithélium. L’arrondissement de la cellule 
durant  la mitose  a  été observé depuis  longtemps  et  semble  conservé parmi de multiples 
organismes  (Cadart  et  al.,  2014).  Cet  arrondissement  cellulaire  durant  la mitose  apparait 
indispensable à la formation du fuseau mitotique. En utilisant des chambres de constriction 
empéchant  des  cellules  HeLa  de  s’arrondir  une  équipe  a  décrit  que  les  cellules  ne 
progréssent  pas  normalement  en  mitose,  présentent  des  défauts  de  capture  des 
chromosomes  et  d’assemblage  du  fuseau  mitotique  (Lancaster  et  al.,  2013). 
L’arrondissement  cellulaire  en mitose modifie  également  la  tension  corticale  des  cellules 
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mitotiques  et  la  pression  intracellulaire  (Fischer‐Friedrich  et  al.,  2014).  Récemment  une 
équipe  a  clairement démontrée  in  vitro dans des  celules HeLa que  les  forces de  tensions 
exercées par l’environnement cellulaire régulent la progression de la division cellulaire et en 
particulier  l’abscission (Lafaurie‐Janvore et al., 2013). Cette étude  in vitro est soutenue par 
une  étude  in  vivo,  dans  l’organisme modèle  de Drosophile  (Founounou  et  al.,  2013).  Par 
l’utilisation de Drosophile déficientes pour septine (peanut) et observation par  imagerie en 
temps réel de la divison des cellules de l’épithélium les auteurs ont confirmé la nécéssité du 
maintien  des  jonctions  adhérentes  entre  une  cellule mitotique  et  les  cellules  voisines  en 
interphase durant  la division cellulaire et proposent eux aussi qu’un relâchement  local des 
forces de tensions dans  les divisions planaires soit nécessaire à  l’achèvement de  la division 
(Founounou et al., 2013). 
 
3.4 Implication des récepteurs à tyrosines kinases 
 
Relativement  peu  d’études  se  sont  intéressées  au  rôle  des  récepteurs  à  tyrosine  kinase 
(RTKs)  dans  la  division  cellulaire  et  plus  particulièrement  la  cytocinèse malgré  le  fait  que 
nombre de ces RTKs soient dérégulés dans les cancers. Il a été décrit que le récepteur à EGF 
(EGFR) pouvait réguler la cytocinèse dans des cellules tumorales via la phosphorylation de la 
pyruvate kinase 2  (PKM2) et de  la MyosineII  (Jiang et al., 2014). Pourtant  l’activité d’EGFR 
était  jusqu’à  récemment  considérée  comme  inhibée durant  la mitose.  En  réalité  l’activité 
d’EGFR  serait bien présente, comme en atteste une étude qui a validé  la phosphorylation 
d’EGFR  durant  les  phases  de  la  mitose  (Wee  et  al.,  2015)  .  Par  contre,  l’activation  de 
certaines voies en aval d’EGFR serait modulée différemment entre  l’interphase et la mitose 
(Wee et al., 2015). EGFR serait néanmoins capable d’activer durant la mitose c‐Src, Fyn, Lyn, 
c‐Cbl, c‐Abl, PI3K et PLC‐y1  (Feng et al., 2012; Wee et al., 2015), beaucoup de ces acteurs 
moléculaires étant capables d’intervenir dans la réalisation de la cytocinèse (Chen and Tang, 
2014; Kasahara et al., 2007). 
 
Concernant la famille des Eph:éphrines, la bibliographie indicative d’un rôle potentiel dans la 
prolifération cellulaire à déjà été discutée plus haut. En revanche, la bibliographie décrivant 
un  rôle  de  la  signalisation  Eph:éphrine  dans  la  division  cellulaire  et  la  cytocinèse  est 
balbutiante. 
Le score de réponses du moteur de recherche bibliographique MEDLINE pour  les mots clés 
« Eph AND mitosis » est de 2 citations. La plus ancienne  (1980) ne  traite pas de  la  famille 
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Eph:éphrine mais de  la pré‐éclampsie  (EPH‐gestosis)  (Gille, 1980).  La  seconde  citation est 
une étude réalisée sur des cellules de myocardes humains en culture et sur un modèle de 
souris. Les auteurs observent, suite à la stimulation de la voie Eph, une augmentation de la 
division des cellules cardiaques, sans toutefois proposer de mécanistique (Mansson‐Broberg 
et al., 2008). 
Si  l’on teste  les mots clés « Eph AND cytokinesis »  le nombre de citation dans MEDLINE se 
réduit à une citation. Il s’agit d’un rapport en français qui démontre que de  la phosphatase 
PTPL1 est régulée par la stimulation de la voie œstrogène sans lien avec la cytocinèse (Freiss 
et  al.,  2004).  Il  s’agit  en  fait  d’un  croisement  de mots  clés.  PTPL1  est  une  phosphatase 
capable  de  déphosphoryler  les  éphrineBs  (Palmer  et  al.,  2002).  C’est  aussi  une  protéine 
enrichie au niveau du midbody durant la cytocinèse et dont la surexpression ou la réduction 
de son activité kinase induit des défauts d’abscission (Herrmann et al., 2003). 
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Dans  la  première  partie  de  l’introduction  de  ce  mémoire,  je  vous  ai  décrit  la  division 
cellulaire,  au  travers  du  cycle  cellulaire,  de  certains mécanismes  de  sa  régulation  et  des 
changements morphologiques majeurs  pour  la  cellule,  notamment  durant  la mitose  et  la 
cytocinèse. Dans  la deuxième partie,  je  vous ai décrit  le  fonctionnement d’une  famille de 
protéines  impliquée dans  la communication cellulaire  locale,  la famille des Eph‐éphrines et 
ses principaux rôles connus. 
Enfin,  dans  la  dernière  partie,  j’ai  mis  en  évidence  les  quelques  données  récentes  qui 
proposent comment un tissu peut tolérer  les bouleversements de  la division cellulaire tout 
en préservant son fonctionnement, sa cohésion et son intégrité. 
 
L’objectif de mon projet de recherche était d’étudier le rôle de la signalisation Eph/éphrine, 
acteur de la communication cellulaire locale, dans la division cellulaire. 
Les  résultats  obtenus  au  cours  de  ma  thèse  pourraient  avoir  des  résonnances  pour  la 
compréhension de mécanismes développementaux, comme  la neurogénèse embryonnaire, 
mais également la compréhension de processus pathologiques, comme la tumorigénèse. 
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1. Manuscrit  soumis  :  “Eph mediated  tyrosine phosphorylation of  citron 
kinase controls abscission and promotes neuronal polyploidy” 
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ABSTRACT 
Cytokinesis is the last step of cell division, culminating in the physical separation of 
daughter cells at the end of mitosis. Cytokinesis is a tightly regulated process that until 
recently was mostly viewed as a cell-autonomous event. Here, we investigated the role of 
Ephrin:Eph signalling, a well-known local cell-to-cell communication pathway, in cell 
division. We show that activation of Eph signalling in vitro leads to polyploidy and we 
demonstrate that this is caused by alteration of the penultimate step of cytokinesis, abscission. 
Control of abscission requires Eph kinase activity and we identified Src kinase and Citron-
Kinase (CitK) as downstream effectors in the Eph-induced signal transduction cascade. In 
addition, we demonstrate that Src kinase directly phosphorylates CitK, we single-out the 
specific tyrosine residues of CitK that are phosphorylated and show that tyrosine 
phosphorylation of CitK impairs cytokinesis. Lastly, we provide evidence that CitK is 
phosphorylated on tyrosines in vivo and we report that similar to CitK, Ephrin:Eph signalling 
controls neuronal ploidy in the developing neocortex. Our study indicates that CitK integrates 
intracellular and extrinsic signals provided by the local environment to coordinate cytokinesis 
completion. 
 
INTRODUCTION 
Cytokinesis is the last step of cell division allowing physical separation of the two 
daughter cells and faithful partitioning of genetic and cytoplasmic material 1. Tight control of 
cytokinesis completion is essential since cytokinesis failure has been associated with 
carcinogenesis 2 but also because incomplete cytokinesis is an evolutionarily conserved 
physiological event required for development and homeostasis of a number of tissues 
harboring polyploid cells 3, 4. Cytokinesis begins with the assembly and constriction of an 
equatorial contractile ring progressing to the formation of a narrow intercellular bridge (ICB) 
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between the nascent daughter cells. Physical separation of the two daughter cells ends 
cytokinesis through an elusive event called abscission. Completion of abscission requires the 
coordination of several cellular functions such as membrane trafficking, cytoskeletal 
rearrangements and orderly recruitment of molecular complexes to the midbody 5, 6. A key 
player in proper assembly of the midbody is Citron-Kinase (CitK), a protein that itself 
localizes to the midbody 7-12. Although CitK was first thought to be important for contraction 
of the equatorial actomyosin ring via phosphorylation of MLC2, it has more recently emerged 
that CitK is in fact dispensable for these steps and that its role is primarily to act as a scaffold 
protein during late cytokinesis and abscission 8-10, 12, 13. Indeed, CitK loss of function causes 
abscission defects with frequent reopening of the ICB, causing multinucleation 9, 10, 14. In 
mammals, CitK is required for cytokinesis of a limited number of cell types, including neural 
progenitors of the developing neocortex. Accordingly, loss of CitK impairs cytokinesis of 
these cells, leading to a sharp increase in the number of binucleated and polyploid neurons 15-
17. 
In solid organs dividing cells are part of a tissue and recent studies suggest that in 
addition to intracellular events, successful cytokinesis requires coordination of extracellular 
processes 18, 19. For instance, cooperation between dividing cells and their neighbors is 
necessary to remodel cell adhesion during cytokinesis while maintaining tissue cohesiveness 
20-22. Ephrin:Eph signalling is a local communication pathway that regulates adhesion between 
neighboring cells 23 and plays an important role in development but also in tumor 
dissemination and stem cell homeostasis 24. We demonstrated previously that Ephrin:Eph 
signalling controls neural progenitors self-renewal 25-27. Here, we investigated the role of 
Ephrin:Eph signalling  in cell division. We show that activation of EphB2 leads to a defect in 
abscission which correlates with multinucleation and polyploidy. We identified Src kinase 
(Src) and CitK as downstream effectors of the pathway. Using Mass Spectrometry (MS), we 
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isolated the specific tyrosine residues of CitK that are directly phosphorylated by Src and we 
provide evidence that tyrosine phosphorylation of CitK is detrimental to cytokinesis. Lastly, 
we provide evidence that CitK is phosphorylated on tyrosines in neural progenitors in vivo 
and that similar to CitK, Ephrin:Eph signalling controls neuronal ploidy. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Activation of EphB2 forward signalling induces abscission defects 
To test whether Ephrin:Eph signalling regulates cell division, we first used U251 cells, a 
human glioma cell line which expresses a number of Eph receptors endogenously (Sup Figure 
1) 28. Stimulation of Eph forward signalling in U251 cells using bath application of clustered 
Efnb1-Fc recombinant protein led to a time-dependent increase in the proportion of daughter 
cells connected by an ICB (Figure 1a, b). Because EphB2 is the member of the family which 
is most highly expressed in U251 (Sup Figure 1), we next tested whether this receptor was 
indeed responsible for cytokinesis failure. We transfected EphB2 in HeLa cells that express 
very little to no detectable levels of Eph receptors (Sup Figure 1) and compared transfected 
and non-transfected cells. Similar to U251, stimulation of forward signalling led to an 
increase in the proportion of EphB2+ cells connected by an ICB, while the proportion of 
EphB2- cells connected by an ICB did not change over time (Figure 1c, d). These results 
indicate that activation of EphB2 forward signalling leads to cytokinesis failure. Cytokinesis 
failure often correlates with increased multinucleation or aneuploidy 29, two parameters that 
were also increased in EphB2+  cells (EphB2) compared to EphB2- cells (NT) following 
stimulation of forward signalling (Figure 1e and Sup Figure 2a). Alternatively, cytokinesis 
defects can lead to cell death 30. Accordingly, stimulation of Eph forward signalling led to a 
sharp increase in cell death (Sup Figure 2b). To characterize the cause of EphB2-induced 
cytokinesis failure, we recorded cell division events by time-lapse video microscopy of NT 
5 
 
cells and EphB2wt cells either mock-stimulated or stimulated with Efnb1-Fc to activate 
forward signalling (Figure 1f-h). Activation of Eph forward signalling did not modify the 
progression from anaphase to late telophase (Figure 1f), however, the progression from late 
telophase to disappearance of the ICB was significantly delayed (Figure 1g) compared to 
control conditions. In extreme cases, daughter cells remained connected throughout the whole 
recording (Figure 1h, bottom panel). Altogether these results demonstrate that activation of 
EphB2 forward signalling causes cytokinesis defects ranging from an abscission delay to a 
complete failure of physical separation. 
Ephs are receptor tyrosine kinases which exert many of their biological functions via 
their kinase activity 23. To ask whether abscission defects were dependent on the kinase 
activity of EphB2, we transfected two different kinase-dead mutants of EphB2 (EphB2K661R 
and EphB23YF) in HeLa cells and monitored their ability to induce cytokinesis defects (Sup 
Figure 3a, b). Unlike cells expressing EphB2wt, cells expressing EphB2K661R did not exhibit a 
cell division defect upon incubation with Efnb1-Fc (Sup Figure 3c). In addition, the 
progression from late telophase to abscission of daughter cells was not delayed in cells 
expressing EphB23YF and the duration of that phase of cytokinesis was comparable to that of 
control cells (Figure 1f, g). These results demonstrate that abscission defects induced by 
forward signalling depend on the kinase activity of EphB2. 
 
CitK is a target of EphB2 signalling 
To characterize the mechanisms by which EphB2 forward signalling impairs abscission, 
we monitored endogenous CitK localization in the ICB. CitK is normally restricted to the 
midbody in late telophase (Figure 2a). Following stimulation of forward signalling, a 
significant fraction of EphB2+ cells exhibited an abnormal distribution of CitK along the 
entire length of the ICB (Figure 2a, b). Furthermore, overexpression of CitK in EphB2+ cells 
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prevented the ICB persistence induced by the activation of forward signalling (Figure 2c) 
reflecting a functional interaction between EphB2 signalling and CitK during abscission. As 
mentioned previously, CitK is required to control cytokinesis of neural progenitors in the 
developing neocortex and loss of CitK leads to an increase in the number of polyploid 
neurons 15-17. We thus reasoned that cytokinesis of neural progenitors, which express CitK 17 
(Figure 2d) and EphB2 27, may similarly be controlled by Ephrin:Eph signalling. To test this 
prediction, we generated mice in which Eph forward signalling is abrogated specifically in 
neural progenitors (Efnb1loxlox; Efnb2loxlox; Nestin-Cre) and quantified neuronal ploidy. 
Cytometry analyses indicated that loss of Ephrin:Eph signalling in neural progenitors led to a 
sharp reduction in the fraction of polyploid neurons present at P0 in the cortex of ephrin 
mutants compared to age-matched controls (Figure 2e and Sup Figure 4). These results reveal 
that Ephrin:Eph signaling is required to promote physiological neuronal polyploidy in vivo, 
and support the in vitro data establishing a functional interaction between Eph signalling and 
CitK.  
As described above, EphB2-induced abscission failure is dependent on the tyrosine 
kinase activity of EphB2 raising the possibility that CitK might be phosphorylated by EphB2. 
Indeed, immunoprecipitated CitK from stimulated EphB2+ cells is detected by 
immunoblotting with an antibody specific to phosphorylated tyrosines (P-Tyr) (Figure 3a). To 
assess whether CitK is a direct substrate for EphB2, we performed in vitro kinase assays with 
purified recombinant EphB2 kinase and purified CitK. No phosphorylation on tyrosine was 
detected on CitK by immunoblotting with the P-Tyr antibody, even for the highest amount of 
CitK tested (Figure 3b). Detection of phosphorylated recombinant EphB2 kinase validated the 
kinase assay (Figure 3b, bottom). It has been shown previously that Src-family kinases are 
activated downstream of Eph receptors in some cellular contexts 24. Accordingly, Src is 
activated in EphB2+ cells stimulated with Efnb1-Fc, as detected by immunoblotting with an 
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antibody against activated Src (SrcY416) (Figure 3c). As expected, pre-treatment of EphB2+ 
cells with the Src inhibitor PP2 prior to activation of Eph forward signalling prevented Src 
activation (Figure 3c top). Notably, PP2 treatment also abolished tyrosine phosphorylation of 
CitK (Figure 3c bottom), suggesting that CitK may be phosphorylated by Src. To test this 
hypothesis, we performed in vitro kinase assays with recombinant active Src kinase and 
purified CitK as a substrate. Immunoblotting with anti-phosphotyrosine antibodies revealed 
that purified CitK was indeed phosphorylated in presence of recombinant Src kinase (Figure 
3d). Altogether these results indicate that EphB2 forward signalling activates Src kinase 
which in turn phosphorylates CitK on tyrosines. Importantly, in neural progenitors, CitK co-
localized with phospho-tyrosines, suggesting that this post-translation modification of CitK is 
physiological (Figure 3e).  
 
Tyrosine phosphorylation of CitK impairs cytokinesis 
CitK is a large multidomain protein which contains a number of putative 
serine/threonine and tyrosine phosphorylation sites. To identify the specific tyrosine residues 
of CitK that are phosphorylated by Src, we used in vitro kinase assays described above and 
nanoLC-MS/MS analysis. We identified 9 tyrosines on CitK that are directly phosphorylated 
in a Src-dependent manner among the 47 tyrosines that are present in the amino acid sequence 
(Figure 3f, g and Sup Table 1). Phosphorylated tyrosines were distributed along the entire 
length of the protein, some of them matching to key domains (Figure 3g). To assess the 
relevance of these modifications for cytokinesis, we first tested the ability of individual 
domains of CitK to rescue the abscission failure induced by activation of EphB2. Unlike full 
length CitK (FL), CitK fragments corresponding to the serine/threonine kinase domain (F1) 
and to the PH+CNH domains (F5) were unable to rescue the persistence of the ICB between 
daughter cells  (Figure 4a). On the other hand, expression of CitK fragments corresponding to 
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the coiled-coil domain, Rho-binding domain (RBD) and Zinc finger domain (F2, F3 and F4, 
respectively) rescued the EphB2-induced ICB persistence phenotype (Figure 4a). These data 
are consistent with previously published results demonstrating that CitK mediates the 
transition from constriction to abscission via its coiled-coiled domain 10. Based on these 
results, we narrowed down the list of phosphorylated tyrosines to be tested functionally. 
Specifically, we focused on tyrosines 1237 and 1246 located in the RBD of CitK and 
postulated that phosphorylation on those tyrosine residues (Sup Figure 5) may negatively 
impact CitK function during abscission. We mutated both tyrosines into either phospho-
mimetic (Y to E) or unphosphorylatable (Y to A) residues in the F3 fragment (RBD domain) 
of CitK (Sup Figure 6) and functionally tested the effect of these mutated F3 fragments on 
cytokinesis. We observed that the phospho-mimetic F3Y>E fragment was sufficient to cause a 
marked increase in multinucleation while the WT or unphosphorylatable F3Y>A fragments 
both had limited effects on multinucleation (Figure 4b). Lastly, we tested whether these 
mutant F3 fragments were able to rescue the phenotypes induced by EphB2 forward 
signalling. While both F3wt and F3Y>A fragments prevented EphB2-induced ICB persistence, 
expression of the F3Y>E fragment did not rescue ICB maintenance induced by EphB2 (Figure 
4c). Altogether, these results indicate that phosphorylation of CitK on tyrosines 1237 and 
1246 are detrimental to cytokinesis. 
Two independent large scale proteomic analyses of adult mouse brain have reported 
phosphorylation of CitK on tyrosine 1237, demonstrating that this exact modification is 
physiological 31, 32. It was reported previously that loss of CitK in the developing brain leads 
to an increase in the fraction of polyploid neurons 15-17. We show here that loss of Ephrin:Eph 
signalling in neural progenitors induces an opposite phenotype – a decrease in the number of 
polyploid neurons. It is now recognized that in physiological conditions a substantial fraction 
of neurons of the postnatal mammalian cerebral cortex present DNA content variations 
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including polyploidy and this feature is invoked as a basis for neuronal diversity 33, 34. The 
mechanisms by which these somatic variations in DNA content arise remain elusive and our 
results suggest that incomplete cytokinesis of neural progenitors contributes to this process. 
Of note, another receptor tyrosine kinase, p75NGF has recently been implicated in controlling 
neuronal ploidy, but no mechanistic description was reported 35. 
Our results show that activation of EphB2 forward signalling alters completion of 
abscission. EphB2 activates Src kinase which in turn phosphorylates CitK in the RBD on 
tyrosines 1237 and 1246. Although it was shown previously that Src and CitK co-localize at 
the ingressing furrow and midbody during cytokinesis 36 and that Src kinase activity plays a 
role in cytokinesis 37-39, the direct phosphorylation of CitK by Src was not described. Tyrosine 
phosphorylation of CitK correlates with its mislocalization from the midbody, abscission 
delay and cytokinesis failure (persistence of the ICB and polyploidy). Overexpression of wild 
type CitK is sufficient to compensate for alterations of endogenous CitK function, presumably 
because a significant fraction of overexpressed CitK remains unphosphorylated. Consistent 
with this, a phospho-mimetic CitK RBD is unable to rescue EphB2-induced abscission defect. 
Furthermore, this phospho-mimetic CitK RBD is sufficient to cause cytokinesis defects, 
preventing abscission and promoting multinucleation, demonstrating that tyrosine 
phosphorylation of CitK modulates its function in cytokinesis. Both loss and gain of CitK 
have been reported previously to promote multinucleation 9, 10, 14 indicating that tight control 
of CitK function is required for the completion of cytokinesis. Tyrosine phosphorylation 
could be such a regulatory switch, allowing for fine tuning of the progression through 
abscission. As mentioned above, during cytokinesis CitK plays an important role in 
controlling the orderly recruitment of key effectors at the midbody, including RhoA, anillin, 
MKLP1 and KIF14 9, 10, 12, 40. Whether tyrosine phosphorylation of CitK RBD disrupts these 
protein-protein interactions remains to be explored. Alternatively, activation of forward 
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signalling and phosphorylation of CitK could perturb the function of the molecular machinery 
required for membrane splitting on each side of the midbody, including components of the 
endosomal sorting complex required for transport-III (ESCRT-III) 6. 
In conclusion, our study uncovers a novel role for Ephrin:Eph signalling in controlling 
cell division and ploidy; and provides the first functional characterization of phosphorylation 
events on CitK in cytokinesis. More generally, our findings support the concept that local 
environment plays an important role in coordinating cell division and suggests that CitK could 
be an integrator of extrinsic and intrinsic information during cytokinesis. 
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Forward signalling was activated by adding pre-clustered Efnb1-Fc recombinant protein to the 
cell culture medium. Live imaging was performed in an Incucyte FLR (Essen Bioscience). All 
quantifications on images were performed by manual counting. For experiments involving a 
single pair of conditions, statistical significance between the two sets of data was analysed 
with a two-tailed, unpaired Student t-test with Prism5 (GraphPad software). For data sets 
containing more than two samples, One-way ANOVA with a classical Bonferroni multiple 
comparison post-test was used to determine adjusted P values. Detailed information regarding 
methodology and any associated references are available in the Supplemental Experimental 
Procedures. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. EphB2 forward signalling induces abscission failure. 
a. U251 cells were stimulated with Efnb1-Fc for 24 h and processed for DNA staining (gray, 
DAPI), actin staining (red, phalloidin) and immunostaining to detect tubulin (blue). Merged 
image is on the right bottom panel. Arrowheads indicate an intercellular bridge (ICB) between 
daughter cells. b. Quantification of the proportion of nascent daughter cells connected by an 
ICB following Efnb1-Fc stimulation for the indicated time. c. HeLa cells transiently 
transfected with EphB2 and stimulated with Efnb1-Fc for 24 h were processed for DNA 
staining (gray, DAPI) and immunostained to detect EphB2 (red) and tubulin (blue). Merged 
image is on the right bottom panel. Arrowhead indicates an ICB between EphB2+ daughter 
cells. d. Quantification of the proportion of EphB2- (white bars) and EphB2+ (black bars) 
cells connected by an ICB at 6, 24 and 48 h post stimulation. e. Untransfected (NT, white 
bars) and EphB2 transfected (EphB2, black bars) HeLa cells were stimulated with Efnb1-Fc 
for 24 h and processed for nuclear staining and immunostained to detect tubulin. Proportion of 
multinucleated cells was recorded manually. f-h. HeLa cells were left untransfected (NT) or 
were transfected with EphB2wt-GFP (EphB2wt) or EphB23YF-GFP (EphB23YF) for 48 h, 
synchronized and cell division was recorded with an Incucyte microscope, in conditions of 
mock treatment (IgG-Fc) or Efnb1-Fc treatment. f. Duration of the progression from anaphase 
to telophase in IgG-Fc or Efnb1-Fc treated cells. g. Duration of the progression from 
telophase to disappearance of the ICB in IgG-Fc or Efnb1-Fc treated cells. h. Still images 
from Incucyte recordings of dividing cells (asterisks) in control conditions (top) and EphB2wt 
cells experiencing forward signalling (bottom). Epifluorescence overlay shows EphB2wt cells 
(green). Scale bars: 10 μm. 
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Figure 2. Citron kinase is a target of EphB2 signalling in abscission. 
a. HeLa cells untransfected (NT) or transfected with EphB2 (EphB2) and stimulated with 
Efnb1-Fc were processed for nuclei staining (purple, DAPI) and immunostained to detect 
tubulin (gray, tubulin), EphB2 (blue, EphB2) and endogenous CitK (green, CitK), as 
indicated. Lower panels: Quantitative image analyses of CitK distribution in the ICB in 
untransfected HeLa cells (NT) and EphB2+ (EphB2) cells. Each graph is an overlay of the 
quantified pixel distribution for CitK along the ICB in 10 representative cells in each 
condition. b. Proportion of cells in telophase with abnormal distribution of CitK in the ICB. c. 
HeLa cells were transiently transfected either with CitK, EphB2 or EphB2+CitK and 
stimulated with Efnb1-Fc for 24 h. The proportion of daughter cells connected by an ICB was 
quantified in each condition. d. Paraffin sections of wild type E13.5 embryos at the level of 
the neocortex were processed for nuclei staining (cyan, Draq5) and immunostained to detect 
CitK (red, CitK).  e. Neuronal ploidy was quantified by Flow Analysis Cell Sorting in cortical 
neurons from control (ctl, Efnb1loxlox; Efnb2loxlox) and double mutant (dcKO, Efnb1loxlox; 
Efnb2loxlox; Nestin-Cre) P0 pups. Scale bars: 10 μm. 
 
Figure 3. CitK is tyrosine phosphorylated by Src in response to EphB2 signalling. 
a. HEK 293 cells were co-transfected with myc-tagged CitK and EphB2 and stimulated with 
Efnb1-Fc for 20 min. Protein lysates (top, Input) were immunoblotted with antibodies to 
detect Myc, P-Tyr and EphB2. Tubulin was used as a loading control. CitK was 
immunoprecipitated (bottom, Ip) with an anti-Myc antibody and immunoblotted with Myc 
and P-Tyr antibodies. b. Increasing amounts of purified His-Myc-tagged CitK produced in 
HEK 293 cells were incubated with recombinant EphB2 kinase in presence of ATP. Negative 
controls (2 lanes on the right) are samples without EphB2 recombinant kinase. Samples were 
analyzed by immunoblotting with antibodies to detect Myc and phospho-tyrosines (top). No 
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tyrosine phosphorylation on CitK was detected. Auto-phosphorylation of recombinant EphB2 
kinase (bottom) indicates that the kinase was active.  c. HEK 293 cells were co-transfected 
with HA-tagged EphB2 and Myc-tagged CitK as indicated and either mock treated or pre-
treated with PP2 prior to stimulation with Efnb1-Fc for 20 min. Protein lysates (Input, top) 
were immunoblotted with antibodies to detect Myc, HA, activated Src (SrcY416) and Src, as 
indicated. Tubulin was used as a loading control. CitK was immunoprecipitated using anti-
Myc antibody and immunoblotted using P-Tyr and anti-Myc antibodies (Ip, bottom). d. 
Increasing amounts of purified His-Myc-tagged CitK produced in HEK 293 cells were 
incubated with recombinant Src kinase in presence of ATP. The negative control (right lane) 
is a sample without recombinant Src. Samples were analyzed by immunoblotting with Myc, 
Src and P-Tyr antibodies. Purified CitK is phosphorylated on tyrosines in presence of 
recombinant Src kinase. Bottom panels show that recombinant Src kinase is auto-
phosphorylated. e. Paraffin sections of wild type E13.5 embryos at the level of the neocortex 
were processed for nuclei staining (blue, Draq5) and immunostained to detect CitK (red, 
CitK) and phosphorylated tyrosines (green, P-Tyr). CitK and P-Tyr signals co-localize 
(arrowheads). f. Tyrosine phosphorylated peptides identified on CitK by nanoLC-MS/MS. g. 
Schematic drawing illustrating the distribution of tyrosine residues (top) with respect to CitK 
protein domains (bottom). Src-phosphorylated tyrosines identified by nanoLC-MS/MS 
analysis are shown in red (bottom). 
 
Figure 4. Tyrosine phosphorylation of CitK is detrimental to abscission. 
a. Schematic drawing illustrating the distinct domains of CitK that were tested functionally 
(top). HeLa cells were co-transfected with EphB2 alone or with full length CitK (FL) or the 
indicated CitK fragments (F1 to F5). Cells were stimulated with Efnb1-Fc and the proportion 
of cells connected by an ICB at 24 h of treatment was quantified in each condition. Statistical 
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significance was calculated by comparison to the EphB2 condition. b. HeLa cells were 
untransfected (NT) or transfected with either Myc-tagged CitK-F3wt (F3wt), phospho-mimetic 
CitK-F3Y>E (F3Y>E) or unphosphorylatable CitK-F3Y>A (F3Y>A) fragments. The proportion of 
multinucleated cells was quantified in each condition. c. HeLa cells were untransfected (NT) 
or co-transfected with EphB2 alone or with Myc-tagged CitK-F3wt, phospho-mimetic CitK-
F3Y>E or unphosphorylatable CitK-F3Y>A fragments. Cells were stimulated with Efnb1-Fc for 
24 h and the proportion of cells connected by an ICB was quantified in each condition. ns: 
non significant. 
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 Sup. Figure 1. Expression of Eph receptors in U251 and Hela cells.  
Total RNA extracted from U251 and HeLa cells was used for qRT-PCR as described in the methods 
section. EphB1, EphB2, EphB3, EphB4 and EphA4 mRNA relative levels were compared to a standard 
(S16 ribosomal gene). nd: not detected.  
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 Sup. Figure 2. Activation of forward signaling induces aneuploidy and cell death.  
a, b. Untransfected (NT) and EphB2 transfected (EphB2) HeLa cells were stimulated with Efnb1-Fc for 
24h and DNA content was stained using propidium iodide. DNA content of EphB2- (white bars) and 
EphB2+ (black bars) cells was analyzed by flow cytometry to quantify the proportion of aneuploid cells 
(a) and dying cells (b).  
a 
c b 
110 kDa 
55 kDa 
Ib: HA 
Ib: Tubulin 
110 kDa Ib: EphB2Y594 
Ep
hB
2w
t  -
H
A 
Ep
hB
2K
66
1R
-H
A 
N
T 
NT EphB2wt EphB2K661R 
P<0.01 P<0.01 
Ce
lls
 w
ith
 IC
B 
(%
)
0
5
10
15
20
25
EphB2 
EphB2 
P-Tyr 
P-Tyr 
merge 
merge 
Ep
hB
2w
t  
Ep
hB
2K
66
1R
 
Sup Figure 3- Jungas 
 
 Sup. Figure 3. Abscission failure depends on EphB2 kinase activity.  
a. HeLa cells were transiently transfected with either wild type EphB2 (EphB2wt, upper panel) or a kinase-
dead version of EphB2 (EphB2K661R, lower panels). Cells were stimulated with Efnb1-Fc for 20 min and 
immunostained to detect EphB2 (red) and phosphorylated tyrosines (green, P-Tyr). Left panels are 
merged images. b. HeLa cells either untransfected (NT) or transfected with HA-tagged EphB2wt or with a 
HA-tagged EphB2K661R were stimulated with Efnb1-Fc for 20 min. Protein lysates were analyzed by 
immunoblotting using an antibody specific to phospho-EphB2 (EphB2Y594) or an antibody to HA. Tubulin 
was used as a loading control. c. HeLa cells either untransfected (NT) or transfected with EphB2wt or 
EphB2K661R were treated with Efnb1-Fc. The proportion of cells connected by an ICB after 24 h of 
treatment was quantified in each condition. Scale bars: 10 μm  
Sup Figure 4 :  FACS analyses of P0 neurons. 
a. Dot plots used to discriminate between NeuN positive and NeuN negative cells. Left panel, cells incubated 
with secondary antibody only. Right panel, cells immunostained with NeuN and secondary antibody. Cells above 
the dashed line were considered as NeuN positive and analysed for DNA content. b. Representative histograms 
of DNA content analysis of NeuN positive cells in a control (Efnb1loxlox; Efnb2loxlox) and a compound mutant 
(Nestin-Cre; Efnb1loxlox; Efnb2loxlox) embryo. Brackets show cells that were considered polyploid with a DNA 
content of more than two fold compared to cells in G1/G0 (first peak on the left). 
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 Sup Figure 5. MS/MS analysis demonstrates phosphorylation of 1237 and 1246 tyrosine residues.  
The CID MS/MS spectrum of the diphosphorylated peptide, 1233- SDLEpYQLENIQVLpYSHEK -1250 
(doubly charged precursor ion, MH2+, at m/z 2  
1184.5121) displays series of y- and b-ions indicating that Y1237 and Y1246 are phosphorylated. pY : 
phosphorylated tyrosine residues.  
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Sup. Figure 6. Generation of phosphotyrosine mutants of CitK RBD.  
a. Nucleotide sequence of g-Blocks used to introduce phospho-mimetic and phospho-dead mutations in the 
CitK F3 fragment. Codons coding for tyrosines 1237 and 1246 were replaced with codons coding for 
glutamate to mimic constitutive phosphorylation. Codons coding for tyrosines 1237 and 1246 were replaced 
with codons coding for alanine to prevent phosphorylation. b. EphB2 and Myc-tagged CitK F3wt, F3Y>E or 
F3Y>A were co-transfected into Hek cells and their respective level of expression was monitored by western-
blot using the Myc, tubulin and EphB2 antibodies.  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Plasmids. 
Plasmids coding for EphB2 (pcDNA3.1-HA-EphB2 coding for WT mouse EphB2 and 
pcDNA3.1-HA-K661R coding for kinase-dead mouse EphB2) were obtained from Dr. 
Pawson. Plasmids coding for Citron kinase (pcDNA3.1-Myc-CRIK_FL, CRIK_F1, 
CRIK_F2, CRIK_F3, CRIK_F4, CRIK_F5 and pcDNA6-Myc-His-CRIK_FL were described 
previously 1. 
Mutagenesis to produce F3 phosphomimetic (F3Y>E) and phospho-dead (F3Y>A) citron kinase 
coding plasmids was performed using the gBlocks technology (idtDNA) and the pcDNA3.1-
Myc-CRIK_F3 plasmid as template. gBlocks were synthesized with the coding sequence for 
oriented cloning with KPNI and XHOI restriction enzymes flanking the CRIK_F3 coding 
sequence, modified for the 1237 and 1246 residues as shown in Sup Figure 4. CRIK_F3 
coding sequence was excised from the pcDNA3.1-Myc-CRIK_F3 plasmid using the 
mentioned restriction enzymes and replaced by the gBlocks fragments using Rapid DNA 
ligation Kit (11635379-001, ROCHE). Clones were validated by sequencing before plasmid 
amplification. 
Antibodies. 
Anti-tubulin (rabbit, #2148, IF 1:50), anti-phospho Tyrosine (mouse, 4G10, #9411, IF 1:200, 
WB 1:2000), anti-Src (rabbit, #2108, WB 1:1000), anti-phospho Src Tyr416 (rabbit, #2108, 
WB 1:1000) were from Cell Signalling. Phalloidin (ab176753, IF 1:200) and anti-phospho 
EphB2 Tyr594 (rabbit, ab61791, IF 1:200, WB 1:1000) were from Abcam. Anti-Citron kinase 
(goat, sc-1848, IF 1:200, WB 1:1000) and anti-cMyc (mouse, 9E10, sc-40, IF 1:100, WB 
1:1000, Co-IP 1:200) were from Santa Cruz Biotechnology. Anti-HA (mouse, 16B12, IF 
1:500, WB 1:2000) is from Covance. Anti-EphB2 (goat, AF467, IF 1:50, WB 1:500) is from 
R & D systems. Anti-tubulin (mouse, clone AA4.3, IF 1:50) is from Hybridoma Banks. Anti-
tubulin (mouse, DM1.a, WB 1:1000) is from Sigma. Anti-NeuN (mouse, MAB377, cytometry 
1/100) is from Millipore. Secondary antibodies coupled to Alexa or Cyanine (IF 1:250) or 
coupled to HRP (WB 1:5000) are from Jackson ImmunoResearch Laboratories. DAPI (4′,6-
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, D8417) is from Sigma and was used at 1:2000 for 
IF. 
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Mice. 
Efnb1loxlox, Efnb2loxlox and Nestin-Cre mouse lines have been described previously 2-4. To 
generate compound mutants, Efnb1loxlox; Efnb2loxlox females were bred with Nestin-Cre; 
Efnb1Ylox; Efnb2loxlox males. Animal procedures were pre-approved by the appropriate Animal 
Care Committee (MP/07/21/04/11). 
Cell lines and treatments. 
Human glioma U251, human cervix carcinoma HeLa and human embryonic kidney HEK 
293T cell lines were cultured in DMEM-glutamax (61965-059, Invitrogen) supplemented 
with 10% fetal bovine serum, 100 U ml-1 penicillin, 100 µg ml-1 streptomycin (15140-122, 
Invitrogen) and 1mM sodium pyruvate (11530-396, Invitrogen) at 37°C in 5% CO2 in a 
humidified incubator. Stimulation of forward signaling was obtained by adding pre-clustered 
recombinant proteins to the culture medium. Pre-clustering was realised by mixing 0.1 µg ml-1 
goat anti-human IgG (#G-101-C, R & D systems) with 1 µg ml-1 recombinant Human IgG1-Fc 
(#110-HG, R & D systems) for control or recombinant mouse Efnb1-Fc chimera (#473-EB, R 
& D systems) for effective stimulation, for 1 hour at 37°C in culture medium. 
To inhibit Src activity cells were incubated with 5 µM inhibitor PP2 (P0042, Sigma) 1 hour 
prior to stimulation and PP2 was maintained until the end of the experiments. 
Transfections. 
Cells were plated one day prior to transfection at a density of 5.104 cells ml-1 on glass 
coverslips placed at the bottom of a 12 wells plate or at a density of 2.105 cells ml-1 on 6 wells 
plate and 100mm diameter Petri plates. HeLa cells were transfected using Fugene HD (E2311, 
ROCHE) according to the manufacturer’s instructions in OptiMEM (51985-026, Invitrogen) 
using 0.5 µg plasmid for 12-well plate, 1 ug plasmid for 6-well plate and 5-10 µg for a 100 
mm diameter Petri plate. HEK 293T cells were transfected with the Calcium Phosphate 
procedure using 5 µg plasmid in 1ml Phosphate calcium solution for a 100 mm diameter Petri 
plate. When co-transfections were performed, total amount of DNA was identical as above 
with a 1:3 ratio respectively for Eph coding plasmid and co-transfected plasmid. 
Immunofluorescence and Flow cytometry. 
For immunofluorescence cells were grown and treated as described above on glass coverslips 
and fixed at room temperature with 2% paraformaldehyde (15710, Electron microscopy) for 
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20 min, permeabilized and blocked with PBTA solution (0.5% BSA + 0.5% fetal bovine 
serum + 0.1% Triton X-100 in PBS) for 30 min. Primary and secondary antibodies diluted in 
PBTA were incubated for respectively 2 h and 45 min at room temperature in a humidified 
atmosphere and rinsed three times for 1 minute each in successive baths of PBS. Coverslips 
were mounted on glass slides (Superfrost) using mounting medium (4.8% w/v Mowiol, 12% 
w/v glycerol in 50 mM Tris pH 8.5). 
For flow cytometry cells were grown in 6 well plates and collected with the floating fraction 
using tryspsin-EDTA 0.25% (Invitrogen) and mechanical dissociation by pipetting. Estimated 
1.106 cells in 1.2 ml ice cold PBS were fixed by adding slowly 3 ml cold 100% ethanol while 
vortexing to obtain a 70% final concentration. Incubation procedure with primary and 
secondary antibodies was as described for immunofluorescence with centrifugation at 2200 
rpm for 10 min at each step. Lastly cells were resuspended in 500 µL PI/Rnase solution 
(550825, BD pharmingen) for 15 min in the dark. Acquisition was performed on a 
FACsCalibur (Becton Dickinson) with a minimum of 1.104 cells analysed with CellQuestPro 
software (Becton Dickinson). 
For analysis of neuronal ploidy, cortex of P0 pups from distinct litters were collected in ice 
cold PBS-2% BSA, mechanically dissociated and cells were sieved through a 40µm nylon 
mesh (Greiner 542-040). Cells were washed with ice cold PBS and fixed as described above 
in 70% ethanol. Incubation procedures with primary (NeuN) and secondary antibodies were 
as described above. Cells were resuspended in 500µl PI/Rnase (550825 BD pharmingen) 
solution for 15 min in the dark. Acquisition was performed on a FacsCalibur (Becton 
Dickinson) with 2.105 cells analysed with CellQuestPro software (Becton Dickinson). Debris 
and doublets were excluded using respectively morphometrics parameters and pulse area 
parameters from PI emission. To set the threshold of NeuN positive cells, control samples 
were cells incubated with secondary antibody and PI only. Neuronal DNA content was 
estimated by analysing PI emission intensity of NeuN positive cells only. Respectively 5 and 
3 embryos were analysed for controls (wt, Efnb1lox; Efnb2loxlox) and mutants (Nes-Cre; 
Efnb1lox, Efnb2loxlox). 
Live imaging and microscopy. 
For live imaging HeLa cells were plated at a density of 2.104 cells per well in ImageLock 24-
well plates (#4365, Essen Bioscience) and transfected with the mentioned plasmids the 
following day. Twenty-four hours after transfection cells were synchronised in prophase using 
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the CDK1 inhibitor Ro-3306 (SLM0569, Sigma) at 10 µM for 18 h and then washed three 
times with 1ml pre-warmed inhibitor free medium. For stimulation 1 ml medium containing 
pre-clustered ligands (described above) was then added and plates were immediately loaded 
into the Incucyte incubator (Essen Bioscience) for live imaging acquisition. Software was 
calibrated as follows: 3 fields for a well, 1 frame every 10 min for 8 h, autofocus and auto-
calibration for green fluorescence. Time taken for plate loading, and software calibration was 
estimated at about 10 min on the first experiment and included on following experiments 
before starting acquisition. 
Microscope acquisitions were performed either on confocal microscope (Leica SP5) or 
conventional microscope (Nikon 90i). Cell counting was performed with the use of the 
ImageJ software and the cell counter Plugin. 
Protein extraction, immunoprecipitation and western blot. 
For protein extraction, cells were scraped in an ice cold PBS solution, pelleted by 
centrifugation at 1500 rpm for 5 min and washed once in large volume of ice cold PBS. 
Pellets were suspended in cold protein lysis buffer (50 mM Hepes pH 7.5 containing 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 0.1% Tween 20, 10% glycerol, 1% NP40, 0.5 mM DTT) 
supplemented with anti-protease (11836170-001, Complete, ROCHE) and anti-phosphatase 
(04906834-001, PhoStop, ROCHE) for 1 h on ice. Protein lysates were then vortexed, 
sonicated and centrifuged at 13 000 rpm for 10 min. Cleared lysates were either used for 
western-blot analyses or processed for Co-Immunoprecipitation assays (co-IP). Co-IP was 
performed overnight with primary antibodies and 20 µl of prewashed Protein-A beads 
(Sigma) were added to each tube for the last 45 min. Beads were washed three times in 
protein lysis buffer and samples were denatured by boiling in loading buffer (4X 100 mM 
Tris-HCL pH 6.8, 8% SDS, 40% glycerol, 4% β-mercapto ethanol and Bromophenol blue) 
prior to loading and electrophoresis on a 4-20% SDS-PAGE gel (456-1094, BioRad). Proteins 
were transfered onto a nitrocellulose membrane (11998905, GE) which was blocked for 30 
min and incubated with primary antibody in 5% non fat dry milk in TBS-T (20 mM Tris Base, 
150 mM NaCl, 0.05% Tween 20 and adjusted to pH 7.6 with 1 M HCL) overnight at 4°C. 
Milk was replaced with 5% Bovine serum albumin (04-100-811-C, Euromedex) for detection 
of phosphorylated epitopes. Western blots presented are representative of at least 3 
independent experiments performed on distinct protein lysates. 
In vitro Kinase Assay. 
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For in vitro kinase assay HEK 293T cells were transfected with pcDNA6_CRIK_FL_Myc-
Histidine tagged plasmid for 48 h in 100 mm Petri plate. The cell monolayer was collected by 
scraping in ice cold PBS, washed once and the pellet was resuspended in 2 ml 50 mM Hepes 
pH 7.5 containing 250 mM NaCl, 10% glycerol, 0.5% NP-40, 10 mM Imidazole 
supplemented with anti-protease (11836170-001, Complete, ROCHE) and anti-phosphatase 
(04906834-001, PhoStop, ROCHE) for 1 h on ice, then vortexed, sonicated and centrifuged at 
13 000 rpm for 10 min. 300µl of Talon beads (#635636, Clontech) were added to the cleared 
lysate for 90 min on rocker at 4°C. Beads were centrifuged for 3 min at 3000 rpm at 4°C and 
washed 3 times in 1 ml 50 mM Hepes pH 7.5, containing 300 mM NaCl; 0.05% Tween20 and 
20 mM Imidazole. Citron kinase histidine tagged protein was eluted by adding 50 µl washing 
buffer supplemented with 400 mM Imidazole for 5 min on ice and vortex. Indicated volume 
of eluate were incubated with 50 ng EphB2 kinase (SRP-0346, Sigma) or 100 ng Src kinase 
(S1076, Sigma) in 20 µl of kinase buffer (25 mM Hepes pH 7.5 containing 2.5 mM MgCl2, 4 
mM MnCl2, anti-protease, anti-phosphatase and 200 µM ATP) for 15 min at 37°C. Controls 
were included in the experiment by replacing either eluate, ATP or kinases with buffer in the 
reaction mixture. The reaction was stopped by denaturation in loading buffer (4X 100 mM 
Tris-HCL pH 6.8, 8% SDS, 40% glycerol, 4% β-mercapto ethanol and Bromophenol blue) 
and boiling for 10 min. Samples were then loaded and treated as described in the western 
blotting section. 
In-gel tryptic digestion and nanoLC-MS/MS analysis. 
For mass spectrometry analysis, histidine-tagged CitK was purified as described above and 
processed for kinase assay. Samples were reduced, for 30 min at 55°C, by adding in 1X 
Laemmli sample buffer containing 25 mM DTT, and alkylated in 90 mM iodoacetamide for 
30 min in the dark at room temperature. Equal volumes of samples were separated on 4-20% 
SDS-PAGE. After protein separation, the acrylamide gel was stained using PhastGel Blue R 
(Sigma) according to the manufacturer’s instructions. Bands at expected size (around 
230kDa) were excised and subjected to in-gel tryptic digestion using modified porcine trypsin 
(Promega, France) at 20 ng/µl as previously described 5. The dried peptide extracts obtained 
were dissolved in 14 µl of 0.05% trifluoroacetic acid in 2% acetonitrile and analysed by 
online nanoLC using an UltiMate® 3000 RSLCnano LC system (Thermo Scientific Dionex) 
coupled to an ETD enabled Orbitrap Fusion™ Tribrid™ mass spectrometer (Thermo 
Scientific, Bremen, Germany) for an alternative decision tree-driven collision-induced 
dissociation (CID) / electron transfer dissociation (ETD) fragmentation acquisition 6. Five µl 
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of peptide extract were loaded on a 300 µm ID x 5mm PepMap C18 precolumn (Thermo 
Scientific Dionex) at 20 µl/min in 2% acetonitrile, 0.05% trifluoroacetic acid. After 3 min 
desalting, peptides were online separated on a 75 µm ID x 15 cm C18 column (packed in-
house with Reprosil C18-AQ Pur 3 μm resin, Dr. Maisch ; Proxeon Biosystems, Odense, 
Denmark). The flow rate was set at 300 nl/min. Peptides were eluted using a 5 to 50% linear 
gradient of solvent B in 60 min (solvent A was 0.2% formic acid in water and solvent B was 
0.2% formic acid in 80% acetonitrile). Survey scans of peptide precursors from 300 to 2000 
m/z were performed at 120K resolution (at 200 m/z). Most intense ions per survey scan were 
selected at 2 m/z with the quadrupole for subsequent data-dependent decision tree-based 
CID/ETD fragmentation, and the resulting fragments were analyzed by a rapid scan MS 
analysis in the ion trap. The settings for the data-dependent decision tree-based CID/ETD 
method were as follows: ETD was performed instead of CID if charge state was 3 and m/z 
was less than 650, or if the charge state was 4 and the m/z was less than 900, or if the charge 
state was 5 and the m/z was less than 950. ETD was performed for all precursor ions with 
charge states > 5. The dynamic exclusion duration was set to 60 s with a 10 ppm tolerance 
around the selected precursor and its isotopes. Monoisotopic precursor selection was turned 
on. The instrument was run in top speed mode with 3 s cycles, meaning the instrument would 
continuously perform MS2 events until the list of nonexcluded precursors diminishes to zero 
or 3 s, whichever is shorter. For internal calibration the 445.120025 ion was used as lock 
mass.  
Database search and data analysis. 
Peak lists extraction from Xcalibur raw files were automatically performed using Proteome 
Discoverer software (version 1.4.0.288, Thermo Fischer Scientific). The following parameters 
were set for creation of the peak lists: parent ions in the mass range 300-5000 and no grouping 
of MS/MS scans. The non-fragment filter was used to simplify ETD spectra with the 
following settings: the precursor peak was removed within a 4 Da window, charged reduced 
precursors were removed within a 2 Da window, and neutral losses from charged reduced 
precursors were removed within a 2 Da window (the maximum neutral loss mass was set to 
120 Da). Peak lists were searched against SwissProt mouse database implemented with the 
His-tagged Citron kinase sequence and using Mascot software (version 2.3.01, Matrix 
Science, London, UK). Cysteine carbamidomethylation was set as a fixed modification and 
methionine oxidation, and serine/threonine/tyrosine phosphorylations as variable 
modifications. Up to three missed trypsin cleavages were allowed. Mass tolerances in MS and 
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MS/MS were set to 10 ppm and 0.6 Da, respectively. Peptide spectral matches (PSM) were 
validated using percolator based on q-values at a 5% FDR 7. With Proteome Discoverer, 
peptide identifications were grouped into proteins according to the law of parsimony and 
filtered to 5% FDR. The phosphorylation site localization of identified phosphopeptides was 
performed by phosphoRS algorithm 3.1 8 implemented in Proteome Discoverer. 
Phosphopeptides and phosphoresidue localization were validated by a phosphoRS binomial 
score >50 and a phosphoRS site probability >75%.  Phosphorylated site identification was 
confirmed by manual interpretation of corresponding MS/MS data.  
Quantitative PCR. 
RNA was extracted from cell pellets using TRI-reagent according to the manufacturer’s 
instructions. 1 µg RNA was used for reverse transcription. Genomic DNA was degraded with 
1 µl DNAse (RQ1, ROCHE) for 20 min at 37°C in 20 µl RNAse, DNAse-free water (W4502-
Sigma) and the reaction stopped by adding 1 µl STOP solution under heat inactivation at 
65°C for 10 min. Two µl dNTPS (10mM, Promega) and 2 µl oligdTs (100mM, idtDNA) were 
added for 5 min at 65°C then 8 µl 5X buffer, 2 µl Rnasin (N2511-ROCHE) and 4 µl 100mM 
DTT (Promega) were added for 2 min at 42°C. The mix was then divided in equal volumes in 
a RT negative control tube with addition of 1 µl water and in a RT positive tube with 1 µl 
superscript enzyme (Invitrogen) and placed at 42°C for 1 h. Reaction was stopped at 70°C for 
15 min. cDNAs were diluted (10-fold, 100-fold and 1000-fold) and processed for quantitative 
PCR in triplicate for each dilution. 10 µl diluted cDNAs was mixed with 10 µl premix 
Evagreen (BTIU31019, VWR) containing 1 µmM of each primers and PCR program run for 
35 cycles on a MyiQ BioRad thermocycler. mRNA relative expression levels were calculated 
using the 2-ddCts method. Primers are listed in Sup. Table 2. 
Statistical analysis. 
For experiments involving a single pair of conditions, statistical significance between the two 
sets of data was analysed with a two-tailed, unpaired Student t-test with Prism5 (GraphPad 
software). For data sets containing more than two samples, one-way ANOVA with a classical 
Bonferroni multiple comparison post-test was used to determine adjusted P values. Sample 
sizes of sufficient power were chosen on the basis of similar published research and were 
confirmed statistically by appropriate tests. Each experiment was performed at least 3 times 
and 200-1000 cells were counted for each condition of each experiment. Statistically 
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significant differences are reported at P<0.05, P<0.01, p<0.001 or exact value mentioned on 
the graphs. 
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EphB2; bleu, cellules surexprimant
 
EphB2 kinase 
 
dead
 
(K661R). Les durées de stimulation par le ligand éphrineB1‐Fc
 
sont indiquées en heures. b‐
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Pourcentage de cellules présentant plus d’un noyau 
 
par 
 
cytosol 
 
après 
 
observation 
 
en 
 
immunofluorescence. 
 
Le 
 
code 
 
couleur 
 
est 
 
identique 
 
à la 
 
figure 
 
(b). 
 
Nota 
 
: 
 
Aucune 
 
analyse 
 
statistique de probabilité
 
n’a été
 
réalisée sur les figures b à d, l’échantillonnage étant insuffisant.
**
***
***
Résultats 
 
 
2. Effet  à  long  terme  du  défaut  de  cytocinèse  induit  par  la  voie  Eph 
forward : l’aneuploïdie ou l’apoptose 
 
Lors  des  analyses  de  la  ploïdie  des  cellules  HeLa  par  cytométrie  de  flux  nous  avons 
également  observé  une  forte  mortalité  cellulaire  induite  par  la  seule  expression  du 
récepteur  EphB2  (20%),  sans  stimulation,  contre  4%  dans  les  conditions  contrôles  sans 
surexpression  du  récepteur  (figure  S1a,  respectivement  colonne  vert  clair  et  colonne  gris 
clair).  Cette  mort  cellulaire  est  connue  et  implique  largement  la  voie  autophagique 
(Chukkapalli et al., 2014; Kandouz et al., 2010). Elle reflète entre autre l’autophosphorylation 
des récepteurs lorsqu’ils sont fortement concentrés à la membrane et qui n’existe pas dans 
le cadre de la surexpression d’un récepteur kinase‐dead (EphB2‐K661R) et dont la mortalité 
est  voisine  des  conditions  contrôles  (7%)  (figure  S1a,  colonne  bleu  clair).  Nous  avons 
également  pu  observer  par  cytométrie  de  flux  qu’environ  27%  et  34%  des  cellules 
surexprimant  EphB2  et  stimulées  par  le  ligand  éphrineB1‐fc  sont  mortes  après 
respectivement  24  et  48  heures  de  stimulations  (figure  S1a,  colonnes  vertes).  Lorsqu’on 
surexprime  le  récepteur  EphB2  dépourvu  d’activité  kinase  (K661R)  on  observe 
respectivement 12% et 15% de mortalité cellulaire après respectivement 24 et 48 heures de 
stimulation  par  le  ligand  et  la  différence  n’est  pas  statistiquement  significative  par 
comparaison à  la condition non stimulée (respectivement 6% et 5% contre 4%) (figure S1a, 
colonnes bleues). Ces résultats démontrent que l’activité kinase des récepteurs EphB2 peut 
induire la mort cellulaire. 
Les  défauts  de  cytocinèse  aboutissent  pour  partie  à  des  cellules  polyploïdes  (manuscrit, 
figure 1e) mais lorsque les systèmes de contrôle sont fonctionnels, beaucoup de ces cellules 
sont alors orientées vers  la mort cellulaire (figure S1a) (Joshi et al., 2011). Afin d’estimer  la 
proportion de mort cellulaire induite consécutivement aux défauts de cytocinèse par rapport 
à celle  induite  indépendamment, nous avons envisagé de bloquer  la mort cellulaire de ces 
cellules en parallèle de  l’activation de  la voie Eph à  l’aide d’un  inhibiteur de  l’apoptose,  le 
Zvad‐fmk (figure S1b‐d). Après analyse par cytométrie de flux nous avons pu observer dans 
des  résultats  préliminaires  que  le  Zvad  était  efficace  dans  nos  conditions  expérimentales 
pour inhiber la mort cellulaire induite par la signalisation EphB2 (figure S1b). Cette inhibition 
de la mort cellulaire ne semble en outre ne pas avoir d’incidence majeure sur la proportion 
de cellules présentant une persistance de leur pont intercellulaire (figure S1c). Par contre, la 
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proportion  de  cellules  multinuclées,  après  48  heures  de  stimulation  de  la  voie  EphB2 
forward et traitement au Zvad, est de 13% dans ces conditions contre seulement 4% dans les 
conditions  de  stimulation d’EphB2  seul ou de  traitement  au  Zvad  seul  (figure  S1d). Cette 
dernière  analyse  démontre  donc  qu’une  partie  des  cellules  présentant  des  défauts  de 
cytocinèse en aval de la voie Eph est éliminée par mort cellulaire dans notre système. Si les 
mécanismes d’induction de  cette mort  cellulaire  sont  contournés,  comme par exemple  ici 
avec l’utilisation d’un inhibiteur, ces cellules sont alors polyploïdes. 
 
3. EphB2  est  exprimé  au  niveau  du  midbody  et  la  voie  Eph :éphrine 
modifie  la présence du MBR en partie apicale de  la zone ventriculaire 
durant la neurogénèse 
 
Au  cours de nos expérimentations nous avons voulu observer  la  localisation du  récepteur 
EphB2 durant  la  cytocinèse. Nous  avons  surexprimé  le  récepteur  EphB2 dans des  cellules 
Hela et réalisé des immunomarquages contre la tubuline, EphB2 et citron kinase. Nous avons 
pu observer que dans des  cellules en  cytocinèse,  surexprimant EphB2 mais non  stimulées 
par  les  ligands,  la  tubuline  présente  un marquage  caractéristique  du  cytosquelette  et  du 
pont intercellulaire avec la présence d’une zone dépourvue de microtubules au centre de ce 
pont  (figure  S2a,  deuxième  panneau).  Les  récepteurs  EphB2  sont  répartis  de  manière 
uniforme sur toute la surface de la cellule, y compris au niveau du pont intercellulaire (figure 
S2a, troisième panneau). Enfin, citron kinase est normalement enrichi et séquestré au centre 
du  pont  intercellulaire  (figure  S2a,  quatrième  panneau  et  tête  de  flèche).  Nous  avons 
également observé  la présence à  la surface des cellules de MBR, positifs pour citron kinase 
(figure S2a, quatrième panneau et flèches). Nous avons également réalisé une analyse en Z 
en microscopie confocale afin de confirmer la colocalisation au centre du pont intercellulaire 
d’EphB2 et citron kinase (figure S2a, panneaux du bas). Nous avons également pu observer 
la  localisation du récepteur EphB2 dans une cellule dont  l’abscission asymétrique a débuté 
comme  le  prouve  l’interruption  dans  le marquage  tubuline,  sur  la  partie  droite  du  pont 
intercellulaire  (figure  S2b,  rouge). Nous  avons  alors  constaté  que  nous  pouvions  toujours 
détecter  un  immunomarquage  pour  EphB2  au  niveau  du midbody  résiduel,  le  futur MBR 
(figure  S2,  blanc)  laissant  supposer  que  les  MBR  peuvent  contenir  des  molécules  de 
récepteurs Eph. 
Les progéniteurs neuraux murins expriment de manière endogène les récepteurs Eph et les 
ligands éphrineB1 et éphrineB2  (Arvanitis et al., 2013). Nous avons générés des  souris KO 
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conditionnelles excisant spécifiquement éphrineB1 et B2 dans les progéniteurs neuraux, par 
une  approche  Cre‐Lox.  Nous  avons  collectés  des  cerveaux  d’embryons  issus  de  ces 
croisements à 13,5 jours de développement, durant la neurogénèse embryonnaire et réalisé 
un  immunomarquage  contre  la  protéine  endogène  Citron  kinase  (figure  S2c).  Après 
observation  en microcopie  confocale  il  semble  que  la  taille  et  le  nombre  de  particules 
affleurant  la  zone  ventriculaire  apicale  soit  différent  entre  les  individus  contrôles  et  les 
individus mutants. A l’aide du logiciel ImageJ, nous avons réalisé une analyse de particules le 
long de cette zone ventriculaire et avons déterminé un nombre et une surface occupés par 
ces  particules  (figure  S2d).  Cette  surface  a  été  rapportée  à  la  longueur  de  la  zone 
ventriculaire analysée et  reflète donc  la densité de particules positives pour Citron kinase 
présentes à  la surface apicale des progéniteurs neuraux embryonnaires (figure S2d et S2e). 
Nous avons ainsi pu observer que la perte d’expression des ligands éphrineB1 et éphrineB2 
qui  génère  une  perte  de  signalisation  Eph  dans  les  progéniteurs  apicaux  durant  la 
neurogénèse, induit une augmentation de MBR en zone apicale (figure S2e). 
 
4. Le  rôle  de  la  voie  Eph  forward  sur  la  cytocinèse  est  également 
observable chez les invertébrés 
 
En  sus  de  pouvoir  valider  des  observations  faites  chez  les mammifères  dans  un  système 
invertébré, nous  souhaitions éventuellement utiliser  le modèle des  cellules de Drosophile 
pour réaliser ultérieurement un crible génétique afin d’identifier des acteurs moléculaires en 
aval de la voie dEph. 
Le  génome  de  D.  melanogaster  est  composé  d’environ  13000  gènes  contre  30000  chez 
l’homme.  De  plus  chez  D.  melanogaster  il  ne  peut  y  avoir  de  redondance  fonctionnelle 
éventuelle  des  Eph  ou  des  éphrines  car  il  n’existe  qu’un  membre  de  chaque  famille 
contrairement aux mammifères. Enfin  les cellules de Drosophile sont couramment utilisées 
dans des cribles à grande échelle notamment pour leur efficacité à répondre à la technologie 
d’ARN  interférence  et  l’existence  de  banques  génome wide  (Mohr  et  al.,  2014).  Chez  la 
Drosophile, les orthologues des récepteurs Ephs et des ligands éphrines sont respectivement 
dénommés  dEph  et  déphrine.  Comme  chez  les  vertébrés,  dEph  possède  dans  sa  partie 
extracellulaire  un  domaine  globulaire,  une  région  riche  en  cystéine  et  deux  répétitions 
d’unités  de  fibronectine  III.  Il  contient  également  dans  sa  partie  juxtamembranaire  des 
résidus tyrosines conservés connus pour assurer  l’autophosphorylation des récepteurs chez 
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les mammifères, un domaine kinase, un domaine SAM et un domaine putatif de fixation des 
protéines à PDZ. Si  l’on compare  l’homologie de séquence en acides aminés des domaines 
extracellulaires entre dEph et  les récepteurs Eph des mammifères, elle est de 32% avec  le 
récepteur  EphA3  humain  et  de  35%  avec  le  récepteur  EphB2.  Quant  à  la  région 
cytoplasmique de dEph son homologie de structure est de 71% avec EphA3 et EphB2 (Scully 
et al., 1999). Le ligand déphrine peut lui être davantage apparenté à la classe B des éphrines 
chez les mammifères car il comporte dans sa partie intracellulaire une queue cytoplasmique. 
Sa conservation de domaine extracellulaire avec les mammifères est très faible, le domaine 
de liaison au récepteur étant précédé de près de 200 acides aminés sans aucune homologie 
de structure (Bossing and Brand, 2002). Le domaine c‐terminal de déphrine comporte deux 
domaines  d’ancrage  putatif  à  la membrane  plasmique,  dont  un  seul  a  pour  l’instant  été 
démontré comme  fonctionnel, et un domaine cytosolique d’une  trentaine d’acides aminés 
(Bossing and Brand, 2002). Comme chez  les mammifères, la signalisation Eph‐éphrine a été 
impliquée dans le guidage axonal chez la drosophile (Boyle et al., 2006).  
Nous avons voulu vérifier si dEph et déphrines étaient exprimés dans  les  lignées cellulaires 
de Drosophile utilisées en routine au  laboratoire. Nous avons testé 3  lignées distinctes par 
RT‐PCR quantitative afin de détecter les ARN messagers codant ces protéines. La figure S3a 
représente  les niveaux d’expression  relatifs que nous  avons pu observer  à  la  fois pour  le 
récepteur  dEph  (graphique  de  gauche)  et  pour  le  ligand  déphrine  (graphique  de  droite) 
comparativement  à  un  gène  ribosomal  exprimé  de manière  ubiquitaire  dans  les  cellules, 
RP49. Suite à cette analyse nous avons exclu la lignée cellulaire S2R+ de nos travaux car les 
niveaux d’expression de dEph et déphrine dans  cette  lignée  semblent  faibles. Nous avons 
aussi pu constater que les niveaux d’expression du ligand endogène sont en moyenne 20 fois 
inférieurs à ceux du récepteur au niveau des ARNms (figure S3b). 
Nous disposons au  laboratoire de protéines chimériques pour  le  ligand éphrineb1 humain. 
Nous  avons  testé  la  fixation  de  ce  ligand  aux  récepteurs  endogènes.  Après  fixation  nous 
avons  réalisé  une  immunofluorescence  dirigée  contre  le  fragment  constant  du  ligand 
éphrineb1‐fc (anti‐humain couplé à un fluorochrome), l’actine de la cellule (phalloïdine) et le 
noyau (DAPI). Nous avons conclu de  l’absence de signal pour  le marquage anti‐humain que 
les  cellules  S2 et Kc167 n’étaient pas  capable de  fixer efficacement  le  ligand  chimériques 
humains (figure S3c), comme attendu au vue des analyses d’homologies de domaines entres 
les protéines orthologues. Nous avons donc construit des  ligands chimériques à partir de  la 
séquence de la protéine déphrine (figure S3d, haut). Nous souhaitions pouvoir produire ces 
protéines chimères avec les éventuelles modifications endogènes (glycosilation notamment) 
dans  les  cellules  S2.  De  façon  similaire  aux  stratégies  couramment  utilisées  chez  les 
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vertébrés, nous avons couplé ces protéines chimériques au fragment constant humain afin 
de  pouvoir  les  détecter.  Nous  avons  également  souhaité  que  ces  protéines  chimériques 
soient  solubles et  secrétées, pour pouvoir  les purifier à partir des  surnageants de  culture 
(figue S3d). Basé sur les travaux de l’équipe d’Andrea Brand (Bossing and Brand, 2002), nous 
avons  construit  une  protéine  chimérique  contenant  la  partie  extracellulaire  de  déphrine 
couplé au fragment constant humain. L’existence d’un site d’ancrage membranaire putatif (à 
partir de la position 421 en Aa) en plus du site fonctionnel (à partir de la position 563 en Aa) 
dans  le  domaine  c‐terminal  de  déphrine  nous  a  conduits  à  réaliser  deux  constructions 
distinctes codant des protéines plus ou moins tronquées. Le fragment fc humain a été cloné 
dans le cadre de lecture après l’Aa 421 ou l’Aa 563 (figure S3d). 
Nous  avons  transfecté  ces  protéines  chimères  dans  des  cellules  S2  et  avons  vérifié 
l’expression des plasmides et  la production des protéines  chimères par  immunomarquage 
des  cellules  (figure  S3e).  Environ  20%  des  cellules  expriment  les  protéines  chimères  48 
heures après transfections. Pour vérifier si nos protéines chimériques étaient sécrétées nous 
avons collecté  les  surnageants de ces cultures après 24, 48 et 72 heures de  transfections, 
réalisé une  immunoprécipitation contre  les fragments constant puis une électrophorèse de 
protéines. L’immunodétection à l’aide d’un anticorps anti‐humain a mis en évidence que les 
deux constructions chimériques étaient bien sécrétées et accumulées dans  les surnageants 
de cultures (figure S3f). 
Afin de tester la fonctionnalité de ces protéines, nous avons stimulé des cellules S2 avec du 
surnageant  de  culture  contenant  les  protéines  chimériques,  pendant  40  heures.  Sur  un 
schéma expérimental similaire à  l’équipe du Dr. Taipale (Bjorklund et al., 2006),  les cellules 
ont été analysées par cytométrie de flux et  leur contenu en ADN évalué par  l’incorporation 
d’Iodure  de  propidium.  Les  cellules  présentant  un marquage  positif  pour  l’anticorps  anti‐
humain  ont  été  comparées  aux  cellules  négatives  et  aux  cellules  stimulées  avec  du 
surnageant contrôle (figure S3g). Cette analyse prouve tout d’abord que les cellules S2 sont 
capables, via  leurs récepteurs endogènes, de fixer  les  ligands chimériques (environ 10% de 
cellules  positives  pour  le  marquage  anti‐humain).  Nous  avons  de  plus  observé,  que 
respectivement  20  et  25  %  de  cellules  S2  étaient  polyploïdes  après  stimulation  avec 
déphrine421‐fc et déphrine563‐fc contre 6% dans les conditions contrôle (figure S3h). Nous 
avons  ainsi  pu  mettre  en  évidence  que  des  défauts  de  ploïdie  apparaissent  lorsque  la 
signalisation dEph  forward endogène est  stimulée dans un  système  invertébré.  Il apparait 
donc éventuellement envisageable de réaliser avec nos outils un crible d’ARN  interférence 
pour identifier de nouveaux acteurs en aval de la voie dEph. 
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La phosphorylation  tyrosine  de  citron  kinase : un disjoncteur  au  service de 
l’abscission 
 
Nous  avons  démontré  qu’il  existait  une  corrélation  entre  la  phosphorylation  de  Citron 
kinase,  son  enrichissement  au  midbody  et  la  réalisation  de  l’abscission.  Cette 
phosphorylation  est  présente  sur  des  résidus  tyrosines  localisés  dans  le  domaine RBD  de 
citron  kinase.  Ce  domaine  RBD  est  actuellement  décrit  comme  suffisant  pour  réaliser  la 
transition de la constriction de l’anneau de clivage vers l’abscission (Watanabe et al., 2013). 
Il est également décrit comme nécessaire à la stabilité du pont en permettant l’ancrage de la 
membrane avec les microtubules par la formation d’un complexe dont citron kinase apparait 
comme  l’élément  central  (Bassi  et  al.,  2013;  Watanabe  et  al.,  2013).  On  peut  donc 
légitimement  supposer  que  simultanément  à  l’abscission,  la  stabilité  engendrée  par  ce 
complexe  doit  être  atténuée.  La  phosphorylation  de  citron  kinase  pourrait  modifier 
l’interaction  de  son  domaine  RBD  avec  ses  partenaires  directs  KIF14  et  PRC1  du  côté  de 
l’ancrage aux microtubules et RhoA et Annilline du côté de  l’ancrage cortical. Nos résultats 
suggèrent  que  la  phosphorylation  de  citron  kinase  en  fin  de  cytocinèse  servirait  de 
disjoncteur  à  la  dissociation  des  composants  central  du midbody  pour  faciliter  la  rupture 
membranaire  réalisée  par  la  machinerie  ESCRT.  La  kinase  Src,  localisée  au  midbody 
participerait à ce processus. 
Cette hypothèse peut être soutenue par  l’étude de Soeda Shuhei et ses collaborateurs qui 
décrivent  qu’une  surexpression  de  v‐Src  engendre  une  délocalisation  de MKLP1,  un  des 
membres du complexe stabilisateur au midbody avec Citron kinase, au niveau du midbody 
(Soeda  et  al.,  2013).  Il  est  tentant de postuler que dans  cette étude,  la délocalisation de 
MKLP1 pourrait être  le résultat de  la rupture de  l’interaction avec Citron kinase, suite à sa 
phosphorylation par la kinase Src. 
De  plus,  deux  analyses  indépendantes  à  grande  échelle  ont  démontrées  que  la 
phosphorylation  de  citron  kinase  sur  le  résidu  tyrosine  1237  était  physiologique.  Ces 
analyses ont été faites sur des cerveaux de souris adultes (Ballif et al., 2008; Wisniewski et 
al., 2010). Or le cerveau est un des organes dans lequel citron kinase est préférentiellement 
exprimé,  qui  plus  est  sous  sa  forme  dépourvue  d’activité  kinase,  et  a  un  rôle majeur  (Di 
Cunto et al., 2000). 
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Cette hypothèse est également soutenue par nos propres travaux. Nous avons montré une 
corrélation  forte  entre  la  phosphorylation  de  citron  kinase  sur  tyrosine  et  les  défauts 
d’abscission (manuscrit, figure 1g, 1e, 2a). Nous avons également montré, à la différence des 
domaines RBD de citron kinase sauvage  (F3) et phospo‐dead  (F3Y>A), que  le domaine RBD 
de  citron  kinase  phospho‐mimétique  (F3Y>E)  surexprimé  dans  des  cellules  HeLa  était 
suffisant  pour  induire  des  défauts  d’abscission  (manuscrit,  figure  4b).  De  plus,  si  les 
domaines RBD de  citron  kinase  sauvage  (F3) et phospo‐dead  (F3Y>A)  sont  suffisants pour 
sauver  les défauts d’abscission  induits par EphB2,  le domaine phospho‐mimétique (F3Y>E), 
ne  l’est  pas  (manuscrit,  figure  4c).  Je  propose  donc  que  lorsque  Src  est  activée,  en  aval 
d’EphB2, la protéine citron kinase endogène peut être phosphorylée. Si cette proportion de 
protéine  phosphorylée  comparativement  à  la  proportion  de  protéine  native  dépasse  un 
certain  seuil  ET  si  la  cellule  est  en  cytocinèse,  alors  citron  kinase  ne  s’associe  pas 
correctement  à  ses  partenaires  au  midbody,  est  délocalisée  (manuscrit,  figure  2a)  et 
l’abscission est retardée (manuscrit figure 1g) ou  inachevée (manuscrit, figure 1d et 1e). La 
surexpression  du  domaine  RBD  de  citron  kinase  non  phosphorylable  (F3Y>A), malgré  la 
phosphorylation sur tyrosine d’une partie de la protéine citron kinase endogène, rétablirai la 
formation  du  complexe  des  partenaires  au midbody  et  donc  le  déroulement  correct  de 
l’abscission  (manuscrit,  figure  4c).  La  surexpression  du  domaine  RBD  de  citron  kinase 
sauvage (F3) permet également de rétablir un ratio favorable entre fraction phosphorylée et 
non phosphorylée de citron kinase, suffisant pour achever l’abscission (manuscrit, figure 4c). 
Par  contre  la  surexpression  du  domaine  RBD  pospho‐mimétique  ne  peut  pas  exercer  cet 
effet  tampon  voire  aggrave  la  dissociation  du  complexe  au  midbody  et  augmente  la 
pénétration des défauts d’abscission (manuscrit figure 4c et 4b). 
Pour vérifier cette hypothèse il faudrait pouvoir suivre la dynamique de phosphorylation de 
citron  kinase  durant  la  cytocinèse  à  l’aide  par  exemple  d’un  anticorps  spécifique  des  2 
épitopes  tyrosines  phosphorylés  du  domaine  RBD  de  citron  kinase.  Il  faudrait  également 
vérifier  que  le  fragment  phosphomimétique  du  domaine  RBD  de  citron  kinase  que  nous 
avons décrit comme suffisant pour induire des défauts d’abscission, n’est plus capable de lier 
ses partenaires listés ci‐dessus. 
 
 
Un rôle de  la voie Eph :ephrine dans  la diffusion/dégradation du remnant et 
la neurogénèse embryonnaire 
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L’abscission aboutit à la séparation des deux cellules filles par clivage du pont intercellulaire 
et  génère  un  « résidus »  d’abscission,  en  anglais  remnant,  qui  se  compose  du midbody 
intact. Ce vestige de  l’abscission à  longtemps été considéré comme un  reliquat  transitoire 
soumis  à une dégradation ultérieure  (Buck  and  Tisdale,  1962; Mullins  and Biesele,  1977). 
Aujourd’hui  le MBR (Midbody Remnant) est considéré avec beaucoup d’attention car cette 
structure peut soit être héritée de manière asymétrique par l’une des deux cellules filles, soit 
être diffusée à plus longue distance (Crowell et al., 2014). 
Il existe un nombre croissant d’études qui établissent des corrélations entre la présence du 
MBR dans une cellule et  le devenir de cette cellule. Ainsi,  les particules qui persistent dans 
l’environnement  immédiat  des  progéniteurs  neuraux  apicaux  ventriculaires,  ont  été 
identifiées comme des MBR en dégradation. (Marzesco et al., 2005). Ces mêmes particules 
présentes  dans  des  cellules  épithéliales  sont  enrichies  en  protéine  prominin‐1  (CD133) 
(Florek et al., 2005). L’accumulation de ces particules riches en prominin‐1 augmente avec la 
progression de  la neurogénèse dans  l’embryon et  il a donc été proposé que ces particules 
issues de  la dégradation du MBR pourrait agir comme des molécules de signalisation  inter 
cellulaire dans  le choix du mode de division (Marzesco et al., 2005). Depuis  l’émergence de 
cette  hypothèse,  deux  études  ont  également  décrits  un  rôle  potentiel  du MBR  dans  la 
polarité des neurones :  la première chez  la Drosophile dans  laquelle  les auteurs proposent 
que  l’héritage  du  fuseau  résiduel  de  mitose  soit  un  marqueur  précoce  de  la  polarité 
neuronale et définisse le site d’émergence du futur axone  (Pollarolo et al., 2011); la seconde 
étude, réalisée chez C. elegans propose que  le MBR serve de plateforme d’ancrage dans  la 
rotation du centrosome maternel et donc dans  la mise en place de  l’axe Dorso‐ventral au 
stade 2/4 cellules (Singh and Pohl, 2014). 
Il  a  également  été  décrit  que  certains  types  cellulaires  diffusent  et  captent  le  MBR 
différemment. Les cellules souches comme les cellules cancéreuses diffusent plus facilement 
le MBR que les cellules différenciées et en héritent également plus fréquemment (Crowell et 
al., 2013;  Ettinger et  al., 2011; Kuo et  al., 2011).  Si  l’on  altère  la  libération du MBR dans 
certains types cellulaires on augmente leur réponse aux stimuli induisant leur différenciation 
(Ettinger  et  al.,  2011).  Cette  accumulation  de MBRs  dans  les  cellules  souches  serait  la 
conséquence à  la  fois d’un héritage préférentiel post‐abscission et d’une  inhibition de  leur 
dégradation par une autophagie faible dans ces cellules (Kuo et al., 2011). L’activation de la 
dégradation du MBR s’accompagne également d’une augmentation de la différenciation des 
cellules  (Kuo  et  al.,  2011)  et  l’augmentation  artificielle  de  l’accumulation  du  MBR  par 
prévention  de  l’autophagie,  augmente  les  capacités  de  reprogrammation  des  cellules  en 
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cellules souches (Ettinger et al., 2011). Ces observations abondent donc elles aussi pour un 
rôle potentiel du MBR dans le choix du mode de division des cellules. 
Il est cependant difficile de considérer l’héritage du remnant comme un déterminant absolu 
dans  le destin des cellules  filles. Cette théorie apparait peu compatible avec  l’existence de 
divisions symétriques prolifératives, qui assurent le maintien du pool de cellules souches, et 
au cours desquelles seule une des deux cellules filles hérite du remnant alors que  les deux 
cellules  filles  sont  de  destins  similaires.  De  plus,  les  cellules  cancéreuses  dérivent 
préférentiellement  de  population  de  cellules  souches  ou  progénitrices  davantage  que  de 
cellules  en  différentiation  terminale  ce  qui  pourrait  expliquer  leur  affinité  pour 
l’accumulation du MBR. Néanmoins  il a été décrit une corrélation étroite entre des cellules 
cancéreuses accumulant plus ou moins de MBR et  leur pouvoir tumorigène,  les cellules  les 
plus riches en MBRs étant davantage pathogènes que les cellules faiblement enrichies pour 
une même lignée cellulaire (Kuo et al., 2011).  
Pourquoi et comment  les cellules retiennent plus ou moins  le MBR ? Quels constituants du 
MBR  sont  reconnus par  les cellules comme molécule de  signalisation ? Pourquoi certaines 
cellules font le choix de dégrader ou pas le MBR ? Tous les MBR sont ils identiques dans leur 
composition ? 
Nous  avons  accumulé  des  données  préliminaires  qui  m’invite  à  postuler  un  rôle  de  la 
signalisation Eph:éphrine dans la diffusion et/ou la captation et/ou la dégradation du MBR. 
 
En effet, nous avons pu montrer qu’EphB2 est exprimé au niveau du midbody jusqu’à l’étape 
ultime  de  l’abscission  (Figure  S2a  et  b).  En  outre,  durant  la  neurogénèse  une  proportion 
forte de MBR se retrouve affleurant la membrane apicale des progéniteurs neuraux (Figure 
S2c)  et  libérée  dans  le  fluide  céphalo‐rachidien  (Ettinger  et  al.,  2011;  Sykes  and Huttner, 
2013). Chez  les  individus dont  la voie Eph forward endogène est altérée  la présence de ces 
MBR  au  niveau  de  la membrane  apicale  de  la  zone  sous  ventriculaire  semble  amplifiée 
(Figure S2 c‐e). 
Si l’on confirme la présence des récepteurs Ephs endogène dans les MBR, on peut envisager 
que la dégradation d’un MBR par une cellule soit modulée par l’interaction entre la voie Eph 
et  l’autophagie déjà  largement décrite  (Chukkapalli et al., 2014; Kandouz et al., 2010). On 
peut aussi supposer qu’un MBR positif pour les récepteurs Ephs facilite l’endocytose par des 
cellules exprimant  les  ligands éphrines et soit un modulateur de  la captation préférentielle 
des MBR  par  certains  types  cellulaires  (Irie  et  al.,  2005).  Enfin,  il  serait  intéressant  de 
confirmer la diffusion différentielle des MBR dans le liquide céphalo‐rachidien en fonction du 
niveau d’expression des Ephs et éphrines. Il serait alors intéressant d’étudier le devenir des 
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cellules progénitrices neurales baignées dans un environnement enrichie en MBR exprimant 
ou non Eph:éphrine. 
 
 
Un rôle de la voie Eph:ephrine dans l’initiation des gliomes via l’aneuploïdie 
 
D’une manière générale le rôle de la signalisation Eph‐éphrine dans l’agressivité des cancers 
du cerveau,  les gliomes ou glioblastomes, a été attribué à des modifications des propriétés 
migratoires et  invasives des cellules, via des  régulations du cytosquelette et de  la matrice 
extracellulaire. Le rôle de  la signalisation EphB‐éphrineB a cependant été moins étudié que 
celui  de  la  signalisation  EphA‐éphrineA.  Pourtant,  tout  les  ligands  éphrineBs  sont 
surexprimés dans les gliomes (Nakada et al., 2010; Nakada et al., 2006) alors que les ligands 
éphrineAs sont eux généralement sous‐exprimés (Li et al., 2009; Liu et al., 2007). EphrineB2 
et  éphrineB3  ont  été  largement  décrits  comme  ligands  capables  d’interagir  par  contact 
cellule‐cellule avec  le  récepteur EphB2. Le  récepteur EphB2 est quant à  lui  le  récepteur  le 
plus surexprimé dans les gliomes fortement invasifs et son niveau d’expression corrèle avec 
un mauvais pronostic vital pour les patients (Nakada et al., 2004; Sikkema et al., 2012; Wang 
et al., 2012). De plus il existe une forte dichotomie fonctionnelle pour EphB2 en fonction du 
microenvironnement  qui  peut  soit  agir  comme  suppresseur  de  tumeur,  soit  agir  comme 
promoteur  de  tumeur  et  contrôler  à  la  fois  la  prolifération  et  la migration  des  cellules 
tumorales (Wang et al., 2012). Enfin, il a été récemment démontré qu’EphB2 était suffisant 
pour contrôler l’apparition de sphères tumorales (Gao et al., 2014). 
Nous avons confirmé que les récepteurs EphBs étaient exprimés dans des lignées de gliome, 
U251  (manuscrit  fig  S1a) et que  la  signalisation Eph  forward dans  ces  cellules  induits des 
défauts de cytocinèse (manuscrit fig 1a). Nous avons également des données préliminaires 
(non présentées) qui nous  indique que  les niveaux d’expression en ARNm des  récepteurs 
Ephs  sont  supérieurs dans  les cellules de gliomes comparativement à des cellules  souches 
neurales primaires murines en culture. Nous pourrions donc  supposer que  l’augmentation 
des niveaux d’expression des  récepteurs Ephs ne  soit pas  seulement une conséquence du 
processus  de  tumorisation  mais  puisse  être  un  acteur  de  tumorigénèse  en  favorisant 
l’aneuploïdie et l’instabilité génétique dans un tissu initialement sain. L’instabilité génétique 
liée à  l’aneuploïdie des cellules souches a déjà été proposée comme source de cancers du 
cerveau  chez  l’enfant  (Iourov  et  al.,  2009b).  De  plus,  dans  une  lignée  cellulaire  de 
glioblastome , le processus de tumorigénèse a été attribué à des défauts de cytocinèse et de 
l’aneuploïdie (Telentschak et al., 2015). 
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Eph :ephrine  acteurs  de  l’environnement  local  et  de  la  diversité  neuronale 
chez l’adulte 
 
Les  fonctions  cognitives  complexes,  avantage  des  mammifères  supérieurs  et  fruit  de 
l’évolution  de  millions  d’années,  seraient  directement  influencées  par  la  richesse  et  la 
diversité neuronale du cerveau (Koch and Laurent, 1999). Ainsi  le cerveau des souris serait 
composé de près de 75 millions de neurones et celui de l’homme d’une centaine (Williams, 
2000).  Le  nombre  de  synapses,  supports  de  l’information  neuronale  et  de  la  richesse  du 
circuit neuronal,  serait de 5000 à 200 000  synapses par neurones,  soit une estimation du 
nombre de connexions neuronales qui donne le vertige (1015 synapses…) (Pakkenberg et al., 
2003). La diversité neuronale est quant à elle pour l’instant inestimable, la caractérisation de 
chaque  sous‐type neuronaux étant  l’objet de débats permanents, mais pourrait  atteindre 
10 000 sous types de neurones distincts (Muotri and Gage, 2006). Cependant, comment et 
quand  cette  diversité  neuronale  est  générée  est  encore  très mal  compris.  L’on  sait  que 
durant  la  neurogénèse  embryonnaire  il  existe  une  vague  de  prolifération  et  de 
différentiation  massive  des  cellules  progénitrices  et  seulement  15  à  40  %  des  cellules 
générées  survivent après avoir migré vers  leur  territoire de destination  ce qui  suggère en 
outre l’existence de mécanismes de sélection (Ferrer et al., 1992; Finlay and Slattery, 1983). 
Il  a  été  proposé,  après  avoir  observé  qu’une  souris  déficiente  pour  des mécanismes  de 
réparation de l’ADN présente des défauts de neurogénèse, que la diversité neuronale puisse 
émerger de mécanismes de recombinaison de  l’ADN dans  les cellules somatiques au même 
titre  que  ce  qui  existe  pour  les  cellules  du  système  immunitaire  (Gao  et  al.,  1998).  Des 
études apportent depuis des réponses parcellaires ou contradictoires et rien n’est vraiment 
tranché aujourd’hui. De mon point de vue, le rôle de l’environnement local dans la pression 
de  sélection  de  cette  diversité  neuronale  apparait  comme  une  piste  d’investigation 
prometteuse. En effet cette diversité neuronale n’est pas uniformément distribuée dans  le 
cerveau  adulte mais  restreinte  dans  des  zones  spécifiques  chez  les mammifères,  laissant 
supposer  l’existence de « niches environnementales » favorables à cette diversité (Ninkovic 
and Gotz, 2007). 
Dans  les hépatocytes murins  l’aneuploïdie est une source confirmée de diversité cellulaire 
(Duncan et al., 2010). Des études chez  l’homme et  les  rongeurs ont  identifié  l’aneuploïdie 
comme caractéristique de  la diversité neuronale du cerveau des mammifères (Rehen et al., 
2001;  Rehen  et  al.,  2005).  Jusqu’à  aujourd’hui  aucune  analyse  ne  détaille  précisément  la 
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diversité  des  neurones  du  cerveau  des  mammifères  au  regard  de  leur  aneuploïdie, 
hypoploïdie,  hyperploïdie  et  recombinaison  chromosomique.  Aucun  facteur  de 
l’environnement  local  de  la  cellule  n’a  non  plus  été  identifié  comme  capable  de  générer 
cette aneuploïdie dans le système nerveux central. 
Nos résultats expérimentaux 1) confirment et quantifient  la polyploïdie post‐neurogénique 
aux environs de 15% dans  le cortex murin, 2) quantifient une diminution de plus d’un tiers 
de  la  polyploïdie  des  neurones  dans  les  embryons  de  souris  dont  la  signalisation 
Eph :éphrine endogène est altérée. Ces  travaux  suggèrent donc que  l’environnement  local 
généré par l’expression des Eph:éphrines participe à la diversité neuronale adulte. Avant de 
confirmer mécanistiquement  cette  hypothèse,  il  faudrait  au  préalable  réaliser  une  carte 
spatio‐temporelle  qui  surimpose  la  dynamique  d’expression  des  récepteurs  Ephs  et  des 
ligands  éphrines  durant  la  neurogénèse,  à  la  ploïdie  des  progéniteurs  neuraux  et  des 
neurones. 
De plus, nos analyses  laissent envisager qu’il existe une pression de sélection différentielle 
sur la survie des neurones eu égard à leur ploïdie. Des données préliminaires non présentées 
dans  ce manuscrit  laissent  supposer que  la pression de  sélection post‐neurogéniques des 
cellules générées pourrait être différente  selon  la ploïdie des  cellules. En effet,  lors d’une 
analyse  unique  en  cytomètrie  de  flux  j’ai  pu  quantifier  seulement  3  à  4%  de  neurones 
polyploïdes  sur  des  cortex  de  nouveau‐nés  âgés  de  4  jours  (données  non  présentées)  à 
comparer avec les 12 à 15% observés pour des embryons plus jeunes (P0). Ces chiffres de 3% 
de polyploïdie physiologique sont également retrouvés dans l’étude de Fernandino Di Cunto 
et ses collaborateurs pour des nouveau‐nés âgés de 12 jours (Di Cunto et al., 2000). De plus, 
en  soutien  à  l’hypothèse  d’une mort  cellulaire  préférentielle  des  cellules  hyperploïdes,  il 
semble  que  ces mêmes  souris,  à  14,5  jours  de  développement  in  utéro  présentent  des 
pourcentages  d’hyperploïdie  supérieurs  à  ces  3%  (estimation  personnelle  d’après  les 
graphiques  de  la  figure  6A  de  (Di  Cunto  et  al.,  2000)).  Enfin  les  variations  de  ploïdies 
neuronales  étant  corrélées  à  des  déficits mentaux  chez  l’homme  (Rehen  et  al.,  2005),  la 
compréhension des mécanismes  contrôlant  la  ploïdie neuronale me parait donc  être une 
question  d’intérêt  majeur  pour  les  neurosciences  et  qui  pourrait  apporter  une  lecture 
nouvelle des analyses traitant des fonctions cognitives. 
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Digression 
 
Pourquoi notre cerveau héberge t’il des neurones polyploïdes ? 
Voilà la question qui me préoccupe alors que je dois conclure ce mémoire. 
 
Pour tout avouer,  je n’avais même pas conscience de  la présence de neurones polyploïdes 
au sein de mon propre cerveau avant de débuter ce travail. J’avais en outre une vision très 
négative  de  la  polyploïdie ‐  comme  une  anomalie  cellulaire  dont  l’organisme  parfois 
s’accommode mais souvent pâti. 
 
La polyploïdie cellulaire est un évènement majoritaire chez les plantes et très commun chez 
certains poissons et les amphibiens. Ce n’est peut‐être donc pas si mal ? 
C’est pourtant un évènement très rare chez les mammifères et ne concerne à priori qu’une 
proportion minoritaire des cellules de  l’organisme chez  l’homme, qui plus est concentrées 
dans un nombre limité de tissus (cœur, foie, cerveau !!, ...). 
Oui mais voilà, Bubulle, mon poisson rouge, lui il est polyploïde. La veine !! Je suis pourtant 
plus doué qu’un poisson rouge. Moins bon nageur, certes. Mais moi je cours, je parle, je ris, 
je râle parfois, je mâche ma nourriture (eh oui, moi j’ai des dents…), je sais même conduire, 
j’adore ça, je cuisine plutôt pas mal et je suis même tombé amoureux… C’est compliqué tout 
ça,  hein  Bubulle !!  Bon,  après  tout  je  n’en  sais  rien,  peut  être  que  Bubulle  aussi  est 
amoureux. 
Mais  les  plantes,  elles!! Quels  avantages  elles  ont,  les  plantes,  à  avoir  deux  fois  plus  de 
copies de leurs gènes  que moi? 
En  fait,  apparemment,  les  plantes  ne  sont  pas  des  polyploïdes  simples.  Ce  sont  des 
polyploïdes  adaptées…  Des  expériences  de  néopolyploïdie  ont  montrées  qu’une 
augmentation du génome produit une période d’instabilité suivie d’une phase d’adaptation 
et  cette  phase  d’adaptation  précède  une  période  de  stabilité  durant  laquelle  les  cellules 
redeviennent diploïdes (Comai, Tyagi et al. 2000; Oswald and Nuismer 2011). Car oui, on ne 
reste peut‐être pas polyploïdes éternellement. Et d’après  le biologiste Ohno Susumu, nous 
les humains serions des diploïdes palopolyploïdes, pour dire simple, des anciens polyploïdes 
(Kasahara  2007).  Les  plantes  et  les  poissons  seraient  simplement  en  retard  dans  leur 
évolution et seront peut‐être eux aussi diploïdes un jour. 
 
Mais alors quels sont les avantages à être polyploïdes, même temporairement? 
1ier avantage : La  redondance génétique ‐ Avoir deux copies d’un même gène, c’est 
par exemple une chance sur deux de pouvoir continuer à transcrire une protéine après un 
dommage à l’ADN si un seul allèle est endommagé. Avoir quatre copies, c’est donc encore 3 
chances. Et huit copies, c’est 7 chances,…ouah la chance ! Avoir deux copies d’un gène c’est 
aussi pouvoir mobiliser simultanément deux « usines » pour produire  les protéines codées 
par  ce  gène.  Avoir  quatre  copies,  c’est  un  doublement  des  capacités  industrielles  et  la 
possibilité en cas de besoin de fournir à la cellule deux fois plus de protéines dans le même 
temps de  réaction. C’est ce qu’on appelle de  la  réactivité supplémentaire ! Et  la  réactivité 
aussi c’est bien. 
2ième  avantage :  L’hétérosis ‐  Nom  barbare  pour  désigner  la  résistance  accrue, 
l’augmentation des performances par  rapport à un  individu diploïde. C’est  le  secret de  la 
vigueur des hybrides et que partageraient  les  individus polyploïdes. On ne connait pas  les 
mécanismes de cette vigueur hybride mais c’est un constat, les individus hybrides produisent 
plus,  les  plantes  hybrides  donnent  des  fleurs  plus  spectaculaires  et  résistent mieux  aux 
maladies. D’ailleurs aujourd’hui on en est tous convaincus. Pour preuve, 80 % des surfaces 
cultivées  de  blé,  au  pays  de  la  baguette,  sont  consacrées  à  des  blés  hybrides,  tout 
simplement parce que c’est mieux !!.. On produit même, pour garnir nos assiettes durant les 
fêtes, des huîtres triploïdes et des saumons tétraploïdes. Il doit y avoir une bonne raison ? 
3ième avantage : Etre polyploïde c’est aussi être plus grand, plus gros et plus lourd car 
il faut bien faire rentrer tous ces avantages. Ca peut servir parfois d’être plus grand, non ? 
 
Et les inconvénients ? 
Un peu d’instabilité génétique en plus, et des capacités de division en moins…et d’ailleurs ce 
n’est peut‐être pas que des inconvénients ? 
 
Etre polyploïde au final pour une cellule ce serait donc de la chance en plus, de la réactivité 
en plus, de  la  résistance en plus…Cela voudrait dire que mes neurones polyploïdes ont eu 
plus de chance de  résister au stress de  la  rédaction de ce mémoire et seront plus  réactifs 
pour répondre aux questions du jury….Alors, pourquoi je n’en ai pas plus ? 
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Au sein d’un organisme les cellules se divisent et assurent la croissance, la différentiation et l’homéostasie des 
tissus. Des  travaux  récents proposent qu’elles communiquent activement entre voisines au sein des organes 
solides pour coordonner leur propre division et la préservation de l’intégrité tissulaire. 
Nous proposons que la signalisation Eph‐éphrine, acteur de la communication cellulaire locale, participe à cette 
coordination entre division cellulaire et cohésion du tissu. 
Au  cours  de ma  thèse,  j’ai  démontré  dans  plusieurs  modèles  cellulaires  que  la  signalisation  Eph‐éphrine 
contrôle  la division cellulaire et peut  induire des retards dans  l’abscission et de  la polyploïdie. J’ai prouvé par 
vidéomicrosocpie que ces défauts d’abscission dépendent du domaine catalytique du récepteur EphB2 et de 
l’activation de  la protéine  tyrosine kinase  relais  c‐Src. En cascade, c‐Src phosphoryle un  régulateur clé de  la 
stabilité  du  pont  intercellulaire,  la  protéine  citron  kinase  (CitK).  J’ai  également  observé  que  CitK  était 
anormalement localisé durant la cytocinése en aval de la voie Eph. Par des essais kinase in vitro, j’ai exclu une 
phosphorylation  directe  de  CitK  par  le  récepteur  Eph  et  identifié  c‐Src  comme  capable  de  phosphoryler 
directement CitK. J’ai identifié les résidus tyrosines de CitK phosphorylés par c‐Src, mutés deux d’entre eux et à 
l’aide d’analyses de sauvetage phénotypique, démontré que ces résidus étaient nécessaires et suffisants pour 
induire des défauts d’abscission. 
J’ai ensuite validé in vivo ce rôle original de la voie Eph‐éphrine, dans le contexte du développement neuronal 
chez la souris. Plusieurs membres de la famille des Eph‐éphrines sont exprimés dans les progéniteurs neuraux à 
l’origine des neurones corticaux et des auteurs ont montrés que CitK contrôle la cytocinèse de ces cellules. En 
utilisant un système Cre‐lox,  j’ai spécifiquement éteint  la signalisation Eph dans ces progéniteurs et observé 
une modification  de  la  ploïdie  neuronale  dans  ces  animaux.  J’ai  également  observé  dans  les  progéniteurs 
neuraux une co‐localisation physiologique de résidus tyrosines phosphorylés et de la protéine CitK, qui adopte 
un enrichissement apical caractéristique. Ces résultats suggèrent notamment que  la signalisation Eph‐éphrine 
pourrait contrôler l’abscission des progéniteurs neuraux via la phosphorylation de CitK. 
La  cytocinèse est  aujourd’hui décrite  comme un processus  cellulaire  autonome orchestré par  la machinerie 
intracellulaire. Les résultats obtenus durant mon doctorat suggèrent que  la cytocinèse est également régulée 
par  l’environnement  local de  la cellule comme  j’en ai fait  la démonstration avec  la signalisation Eph‐éphrine. 
D’autre part, mes travaux suggèrent que  la phosphorylation de CitK sert d’interrupteur moléculaire durant  la 
progression à travers la division cellulaire et le contrôle de la ploïdie des neurones. 
 
 
Cells within an organism successfully divide  to ensure growth, differentiation and homeostasie. Recent work 
suggests  that dividing cells actively communicate with neighbours  thus spatially and  temporally coordinating 
cell division while maintaining tissue cohesiveness. 
We  hypothesized  that  Eph‐ephrin  signalling,  a  local  cell‐cell  signalling  pathway,  could  participate  in 
coordinating cell division within a tissue. 
Using vertebrate and  invertebrate cell culture models  I  showed  that Eph‐signalling controls cell division and 
induces  delay  in  the  abscission  of  nascent  daughter  cells  as well  as  polyploidy. Using  time‐lapse  imaging  I 
proved that the Eph‐mediated abscission failure depends on the catalytic activity of the receptor via the non 
receptor tyrosine kinase relay molecule c‐Src. Downstream of Eph signalling c‐Src phosphorylates the protein 
citron  kinase  (CitK)  a  well  known  regulator  of  intercellular  bridge  stability.  I  also  observed  that  CitK  was 
abnormally  localized during cytokinesis when Eph signalling was active. Further, using  in vitro kinase assays,  I 
demonstrated that Eph does not directly phosphorylate CitK but that c‐Src could do so. In addition, using Mass 
Spectrometry I mapped all tyrosine residues directly phosphorylated by c‐Src. I mutated two of them located in 
the Rho binding domain of CitK and demonstrated that phosphorylation of those residues are necessary and 
sufficient to induce cytokinesis failure. 
I validated  in vivo  this novel  role of Eph‐ephrin signalling  in a physiological context  in  the developing mouse 
neocortex. Members of the Eph/ephrin family are expressed in neural progenitors that give rise to neurons of 
the cortex upon neurogenic division. Importantly, CitK has been shown by others to control cytokinesis of these 
progenitor cells. Using the Cre‐lox system,  I specifically turned off Eph forward signalling  in neural progenitor 
cells and observed an alteration of neuronal ploidy in these mutant animals. Further, I also observed that CitK 
which  adopts  a  particular  apical  localisation  in  neural  progenitors  physiologically  co‐localized  with 
phosphorylated  tyrosine  residues.  Altogether,  these  results  suggest  that  Eph‐ephrin  signalling  controls 
abscission of neural progenitors by promoting phosphorylation of CitK. 
The  textbook  view  of  cytokinesis  is  that  it  is  a  cell  autonomous  event  orchestrated  by  the  intracellular 
machinery. Data obtained during my PhD suggest that cytokinesis is also regulated by local environment, here 
Eph/ephrin  signalling,  and  that  phosphorylation  of  CitK  may  represent  a  molecular  switch  in  the  normal 
progression of cell division and in the control of neuronal ploidy. 
